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第 1章 序論 
 
1.1 タンパク質翻訳後修飾と eIF5A 
 
(1) タンパク質翻訳後修飾 
 
 mRNA の翻訳によって生じたポリペプチド鎖は、多くの場合、種々の生化学的反応を経て生
理活性を示すようになる。この過程は翻訳後修飾または翻訳後調節と呼ばれ、比較的小さなアミ
ノ酸残基の化学修飾であるリン酸化やメチル化、アセチル化を始めとして、ADP リボシル化に
よる ADP リボースの共有結合、パルミトイル化等の脂質修飾、糖鎖付加、ユビキチンや SUMO
等の小さなタンパク質の結合、さらにはアミノ酸残基側鎖同士のジスルフィド結合による架橋の
ようなグローバルな立体構造の変化をもたらすものまで、実に 200 種類以上が報告され、全く未
知の修飾も推定されている (Mann and Jensen, 2003; Deribe et al., 2010)。 
 細胞内におけるほとんどのタンパク質が翻訳後修飾を受けていると言っても過言ではなく、こ
れらの修飾はそれぞれタンパク質の活性化、安定化、局在等の制御に加え、タンパク質間での相
互作用にも重要な役割を果たしていると考えられている。特にヒストンのメチル化やアセチル化
はエピジェネティクスにおいて非常に重要な役割を果たしており (Strahl and Allis, 2000; 
Jenuwein and Allis, 2001; Kouzarides, 2007)、タンパク質のリン酸化は細胞内外のシグナル伝
達や細胞の分化・増殖等、様々な細胞機能に関与している (Ullrich and Schlessinger, 1990; 
Manning et al., 2002)。しかしながら、これらの代表的な翻訳後修飾を除き、実際に生理機能が
明らかにされている修飾はごく一部に過ぎず、プロテインアレイを用いた網羅的な解析や高度な
質量分析技術を駆使した精密な解析等、翻訳後修飾という側面からのタンパク質の機能解析が精
力的に進められている。 
 このように多種多様な翻訳後修飾が知られている中で、本研究ではハイプシン化と呼ばれる翻
訳後修飾に着目し、分裂酵母を用いたリバースプロテオミクスの手法を基盤として、ハイプシン
修飾が果たす役割について研究を行った。 
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(2) ハイプシン化と eIF5A 
 
 ハイプシン[Nε-(4-amino-2-hydroxybutyl)-lysine]は 1971 年に芝らによってウシ脳の抽出物
から発見されたアミノ酸である (Shiba et al., 1971)。後に様々な動物組織においてタンパク質
の構成因子として見出され、基本構造となるヒドロキシプトレシン（hydroxyputrescine）とリ
ジン（lysine）からハイプシン（hypusine）と名付けられた。さらに 10 年後、その由来となる
物質と生合成経路が解明され、ハイプシンの原型となるアミノブチル側鎖がポリアミンの一種で
あるスペルミジンから転移されること、またハイプシン合成は細胞内において eIF5A
（eukaryotic translation initiation factor 5A）のみに起こる非常にユニークな翻訳後修飾であ
ることが明らかとなった (Park et al., 1981; Cooper et al., 1983)。 
 ハイプシンは 2 つの酵素が触媒する二段階反応によって合成される  (Park et al., 1982; 
Abbruzzese et al., 1986)。まず、デオキシハイプシン合成酵素（DHS; deoxyhypusine synthase）
によって NAD+依存的にアミノブチル側鎖がスペルミジンから eIF5A 前駆体の特異的なリジン
残基に転移される（この反応によって中間体であるデオキシハイプシン eIF5A が生成する）。デ
オキシハイプシン eIF5A は続けてデオキシハイプシン水酸化酵素（DOHH; deoxyhypusine 
hydroxylase）によって水酸化され、ハイプシン合成が完了し、正常な活性を持つ eIF5A となる
（図 1-1）。DHS、DOHH ともにそれぞれ eIF5A 前駆体、デオキシハイプシン eIF5A に対する
基質特異性は高く、ハイプシン修飾を受けるタンパク質は現在までに eIF5A しか見出されてい
ない。出芽酵母を用いた実験で、eIF5A のハイプシン化される 51 番目のリジン残基をアルギニ
ンに置換した eIF5AK51R は eIF5A の発現を抑制した細胞においてその機能を相補しなかったこ
とから、ハイプシン化は eIF5A の機能に必須の修飾であると考えられている (Schnier et al., 
1991)。また、分裂酵母では DOHH（mmd1）遺伝子破壊株が顕著なミトコンドリアの局在異常
を引き起こすという、非常に特徴的な表現型が報告されている（図 1-2） (Weir and Yaffe, 2004)。 
 一方、eIF5A はウサギ網状赤血球細胞のリボソームから単離された生育に必須のタンパク質
で (Kemper et al., 1976)、古細菌から真核生物まで広く保存されており、真正細菌でもホモログ
が確認されている。特にハイプシン修飾を受けるリジン残基付近のアミノ酸配列は高度に保存さ
れており (Dias et al., 2008)、真正細菌の eIF5A ホモログである EF-P にはハイプシン化は起こ
らないものの、ハイプシン化に類似したリジンの付加修飾（リジル化）が起こる(Yanagisawa et 
al., 2010)。また、古細菌は eIF5A のホモログである aIF5A（archaeal initiation factor 5A）を 
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図 1-1. eIF5Aのハイプシン化経路 
 eIF5A のハイプシン化経路を示す。ハイプシン化は、スペルミジンのアミノブチル側鎖を NAD+依存的に
転移するデオキシハイプシン合成酵素（DHS）と、デオキシハイプシン基に水酸基を付加するデオキシハ
イプシン水酸化酵素（DOHH）による二段階反応からなる翻訳後修飾である。分裂酵母において、
DHS は dhs1遺伝子に、DOHH はmmd1遺伝子にそれぞれコードされる。 
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図 1-2. mmd1遺伝子破壊株が示すミトコンドリアの局在異常 
 野生株と mmd1 遺伝子破壊株のミトコンドリアを MitoTracker® Green（Thermo Fisher 
Scientific）で染色し、蛍光顕微鏡で観察した写真。野生株ではチューブ状のミトコンドリアが観察され
るが、mmd1遺伝子破壊株では顕著なミトコンドリアの凝集が見られる。（※スケールバーは 5 µm） 
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持ち、DHS のホモログも確認されているが、DOHH のホモログはこれまでゲノムおよびプロテ
オーム上で見つかっていない (Park et al., 2006)。しかしながら、DOHH の存在が確認できな
いにも関わらず、古細菌においてデオキシハイプシンもしくはハイプシン、またはその両方が検
出されており (Bartig et al., 1990)、どのようにしてハイプシンが合成されているのかは謎であ
る。酵母では DOHH が存在するものの、DOHH 遺伝子破壊株が作製できることから二段階目
の反応は必須ではないことが明らかになっている。線虫や動物細胞など、さらに高等な真核生物
になると、完全なハイプシン化が必要となり、DHS と DOHH のいずれも生育に必須である。こ
のように、eIF5A およびハイプシン化の重要性については生物種によって異なっている（図 1-
3） (Wolff et al., 2007; Park et al., 2010)。 
 予想される重要性とは裏腹に、eIF5A の役割については未だはっきりしていない。当初、eIF5A
は翻訳の最初のペプチド結合形成のモデルアッセイであるメチオニル-ピューロマイシンアッセ
イにおいて活性を示すことから、翻訳開始因子として同定された (Kemper et al., 1976; Benne 
and Hershey, 1978)。しかしながら、eIF5A 非存在下で開始コドン（AUG）またはグロビン mRNA
を鋳型とした in vitro タンパク質合成アッセイを行ってもタンパク質合成には影響がなく、また
酵母において eIF5A の発現を抑制した細胞では野生型と比較して全体のタンパク質合成量に大
きな変化が見られなかった (Kang and Hershey, 1994) こと等から、eIF5A は全ての mRNA の
翻訳に関わっているのではなく、特定のタンパク質群の翻訳開始に要求されるのではないかと予
想されている。ところが、その後の研究では翻訳伸長に関わっていることが報告される (Zanelli 
and Valentini, 2007; Saini et al., 2009) 等、翻訳における eIF5A の役割については未だ不明な
点が多い。 
 
(3) アセチル化タンパク質としての eIF5Aの同定 
 
 国立研究開発法人理化学研究所吉田化学遺伝学研究室では、Gateway システムを用いた分裂
酵母の全 ORF のクローニングが完了しており、リバースプロテオミクスに基づいたプロテオー
ムワイドな研究が行われてきた。それらの大規模な解析の中で、hst2 遺伝子破壊株でアセチル
化が亢進する新規アセチル化タンパク質の同定を目的とした研究が行われ、Hst2 の主要な標的
タンパク質として eIF5A が同定された（図 1-4） (Shirai et al., 2008)。分裂酵母では、eIF5A
は tif51 遺伝子と tif512 遺伝子にそれぞれコードされているが、両者のアミノ酸配列はわずか 4 
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図 1-3. 各生物種における eIF5A とハイプシン化 
 真正細菌から高等生物までの各生物種における eIF5A（真正細菌では EF-P、古細菌では
aIF5A）とハイプシン化修飾について示した。高等生物では完全なハイプシン化が生育に必須であ
る一方、酵母では二段階目の反応は必須ではない。また、真正細菌では EF-P 欠損株が得られる
ものの、増殖が非常に遅くなることが知られている (Park et al., 2010)。 
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図 1-4. アセチル化タンパク質としての eIF5Aの同定 (Shirai et al., 2008) 
 (A) 野生株および hst2 遺伝子破壊株（Δhst2）の全細胞抽出液をウエスタンブロットし、抗アセチ
ル化リジン抗体で検出した結果。Δhst2特異的な 2 本のバンドが確認できる。 
 (B) FFH タグ融合 eIF5A（tif51および tif512）をそれぞれの株で過剰発現させ、全細胞抽出液を
ウエスタンブロットし、抗 His タグ抗体（左）および抗アセチル化リジン抗体（右）で検出した結果。タグ
融合および内在性の eIF5A のアセチル化が確認できる。 
 (C) 各株の内在性の eIF5A の発現について、抗アセチル化リジン抗体を用いたウェスタンブロッティング
によって確認した結果。Tif51 および Tif512 は分裂酵母における eIF5A のパラログである。 
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アミノ酸を除いて同一であり、ハイプシン化が起こるリジン残基付近のアミノ酸配列は完全に保
存されている（図 1-5）。Hst2 はサーチュインファミリーに属するヒストン脱アセチル化酵素
（HDAC）であり、分裂酵母では Sir2、Hst4 と共に NAD+依存的 HDAC としてクラス III HDAC
に分類されている。さらに遺伝学的な解析により、eIF5A のアセチル化に関与する各修飾酵素が
明らかにされているが（図 1-6）、それによると、eIF5A のアセチル化はヒストンアセチル化酵
素（HAT）である Gcn5 が、eIF5A の脱アセチル化は Hst2 と Sir2 がそれぞれ触媒し、さらに
gcn5 遺伝子破壊株でも eIF5A のアセチル化が完全に消失しなかったことから、Gcn5 とは別の
アセチル化酵素の存在が示唆されている（白井、博士論文）。 
 タンパク質のアセチル化修飾については古くから研究が行われ、特にヒストンタンパク質のリ
ジン残基のアセチル化は、エピジェネティックな遺伝子発現制御機構の代表としてよく知られて
いる (Struhl, 1998)。しかし近年では、HAT や HDAC はヒストンに限らず広範なタンパク質の
アセチル化に関与すると考えられており、非ヒストンタンパク質におけるアセチル化修飾の役割
にも注目が集まっている (Zhao et al., 2010)。Gcn5 やサーチュインといった代表的な HAT お
よび HDAC の標的タンパク質であることから、eIF5A のアセチル化についても興味が持たれる
が、動物細胞ではこれまでに細胞内局在に重要であるという報告が出されている (Lee et al., 
2009; Ishfaq et al., 2012)。 
 eIF5A が HAT および HDAC によるアセチル化制御を受けるという点に加えて、もう一つ興
味深いのは、ハイプシン化を阻害すると顕著なアセチル化の亢進が見られる点である。これは分
裂酵母においては DHS 遺伝子の発現抑制、DOHH 遺伝子破壊いずれの場合でも確認される現
象で、動物培養細胞においても DHS の阻害剤である GC-7 により同様の現象が引き起こされる
ことが報告されている (Nishimura et al., 2005)。このことからハイプシン化とアセチル化の間
には何らかの相互作用があることが強く示唆されるが、ハイプシン化の阻害でアセチル化が亢進
するメカニズムは未だ明らかになっていない。 
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a 
c 
図 1-5. eIF5Aの立体構造 (Doerfel and Rodnina, 2013) 
 (a) 分裂酵母の eIF5A をコードする tif51 と tif512 の配列アライメントを示した。49 番目と 52 番目のリジ
ン残基はそれぞれアセチル化、ハイプシン化されることが明らかになっている。 
 (b) ヒト（IF5A1_HUMAN）と出芽酵母（IF5A1_YEAST）および分裂酵母（IF5A1_SCHPO）の
eIF5A（Tif51）の配列アライメントを示した。分裂酵母の 49 番目および 52 番目のリジン残基をそれぞれ橙
色、青色の矢印で示した。ハイプシン化が起こるリジン残基周辺の配列は高度に保存されている。 
 (c) 出芽酵母の eIF5A の立体構造を示した。eIF5A は N 末端ドメインと C 末端ドメインから構成される。 
b 
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図 1-6. eIF5Aのアセチル化修飾に関与する酵素 
 分裂酵母において、これまでに同定された eIF5A のアセチル化修飾に関与する酵素を示した。遺伝学
的な解析により、eIF5A のアセチル化はヒストンアセチル化酵素である Gcn5 が、脱アセチル化はヒストン
脱アセチル化酵素である Sir2 および Hst2 が行うことが明らかになっている。 
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1.2 分裂酵母の ORFeome 
 
(1) モデル生物としての分裂酵母 
 分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）は 1893 年に Lindner によって millet beer から分
離されて以来 (Lindner, 1893)、出芽酵母と共に古くから遺伝学の研究に用いられ、高等真核生
物のモデル生物として生物学の発展に貢献してきた。とりわけ、cdc2 遺伝子温度感受性変異株
等を用いた細胞周期の制御機構の解明に分裂酵母が果たした役割は大きく、操作性の簡便さから、
その後も遺伝学を中心に様々な研究で用いられている。 
 分裂酵母の全ゲノム配列は出芽酵母 (Goffeau et al., 1996) に遅れること 6 年、2002 年に解
読された (Wood et al., 2002)。出芽酵母と同等の約 14 Mb のゲノムサイズを持つが、出芽酵母
の染色体が 16 本であるのに対し、分裂酵母ではわずか 3 本の巨大な染色体に集約されており、
既に全ゲノム配列の解読が完了している真核生物の中では最少の約 5,000 遺伝子で生命活動を
営んでいることが明らかになっている。しかしながら、分裂酵母のゲノム構造は高等生物に極め
て類似しており、約 45%の遺伝子にイントロンが存在することや、高等生物の遺伝子プロモータ
ーがそのまま機能すること、動物細胞と類似した均等な二分裂増殖を行うこと等から、出芽酵母
と比べてより高等真核生物に近いモデル生物であるとされている。 
 このような特徴を有する分裂酵母は、長年に渡り改良されてきた多彩な実験方法と相まってポ
ストゲノム時代において有用なモデル生物であり、特にその小さなゲノムは、遺伝子配列を出発
点とする逆遺伝学的な視点から研究を行う上では非常に有用である。 
 
(2) 全 ORFのクローニングとタグ融合遺伝子発現株のコレクション 
 
 所属する吉田化学遺伝学研究室では、Thermo Fisher Scientific 社の Gateway システムを利
用することによって、分裂酵母のイントロンを含む個々の遺伝子を全てクローン化したセット
（ORFeome）が作製されている (Matsuyama et al., 2006)。Gateway システムは制限酵素を用
いることなく目的の挿入DNA断片をあるベクターから別のベクターへ移すことを可能にするシ
ステムで、BP 反応および LR 反応と呼ばれる 2 つの組換え反応がシステムの根幹を成している 
(Walhout et al., 2000) （図 1-7）。これらは、λファージが大腸菌へ感染し、ゲノム DNA へと
挿入または切り出される際に起こる組換え反応を元にしたもので、目的の挿入 DNA 断片に組換 
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図 1-7. Gatewayシステム 
 Gateway システムは、2 つの組換え反応（BP または LR 反応）を利用して、目的の挿入断片をある
ベクターから別のベクターへと自由自在に組換えることを可能にするシステムである。いったんエントリークロー
ンを作製すれば、ディスティネーションベクターに様々なプロモーターやタグを用いることによって目的に応じた
発現クローンが作製可能となる。組換え反応によって生じる副産物（および未反応のベクター）は毒性
を発揮する ccdB遺伝子を有するため、通常の大腸菌では増幅できない。 
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え酵素が組換えに利用するatt配列を付加するだけで簡便にクローニングを行うことが可能であ
る。BP 反応によって一度「エントリークローン」と呼ばれるプラスミドを作製してしまえば、
LR 反応によってあらかじめ特定のタグやプロモーターを導入した「ディスティネーションベク
ター」と呼ばれる発現用ベクターに目的の断片を移すことができ、様々な実験目的に適する発現
プラスミドを容易に作製することができる。 
 吉田化学遺伝学研究室では、この ORFeome と様々な用途に合わせて作製されたディスティネ
ーションベクターの 1 つである FLAG-His タグ融合ベクターpDUAL-FFH1c (Matsuyama et 
al., 2004) の組み合わせにより、分裂酵母のタグ融合遺伝子発現株コレクションが作製されてい
る（図 1-8）。これは、クローニングされた全 ORF が過剰発現用のベクターである pDUAL-FFH1c
に組み込まれ、分裂酵母の染色体上の leu1 遺伝子座に挿入されたものであり、各 ORF はチアミ
ン非存在下で発現が強制的に誘導される nmt1 遺伝子プロモーターの制御下にある。このような
タグ融合遺伝子発現株コレクションが作製されたことにより、遺伝子の発現抑制や破壊による手
法では解析が困難であった必須遺伝子に対しても容易に解析を行うことが可能になり、さらに遺
伝子の過剰発現によって引き起こされる特異な表現型を指標とした新規機能遺伝子の探索や同
定、プロテオミクス等、ゲノムワイドな実験に応用できるようになった。 
 
(3) ORFeomeに基づいたリバースプロテオミクス 
 
 ある条件下での細胞の状態を精密に知るためには、細胞内に存在しているタンパク質の種類、
量、局在等を調査し、それらがどのように相互作用して表現型に結びつくのかを明らかにしなけ
ればならない。ポストゲノム時代を迎えた今、二次元電気泳動等の様々なプロテオーム解析技術
が用いられ、さらにバイオインフォマティクス分野と融合することにより、細胞内の全容を明ら
かにするための研究が精力的に進められている。中でも、煩雑な操作が必要ではあるが、細胞内
の全事象を把握するためには全遺伝子をクローニングしたセット（ORFeome）を整えることが
一番の近道であり、ORFeome を元にして発現させたタンパク質を用いて研究を行うリバースプ
ロテオミクスは非常に強力な手法であると言える。 
 ORFeome の構築によって分裂酵母の全タンパク質のカタログ化を行い、各タンパク質の細胞
内局在だけでなく SDS-PAGE における電気泳動度というユニークなデータベースも作成されて
いる (Shirai et al., 2008)。さらに全細胞抽出液を直接メンブレン等にブロットして作製される 
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図 1-8. 分裂酵母のタグ融合遺伝子発現株コレクション 
 各 ORF の 3’末端に FLAG および His タグ遺伝子を融合させ、分裂酵母の二番染色体の leu1 遺伝
子座に挿入したタグ融合遺伝子発現株のコレクションが作製されている。この株コレクションは、およそ
5,000 種類におよぶ分裂酵母の全遺伝子の 99%以上を網羅しており、大規模解析に大変有用である。 
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リバースアレイと呼ばれるプロテインアレイ (Bauer et al., 2012) を用いて、全タンパク質の翻
訳後修飾の解析や、薬剤の添加・老化に伴うタンパク質発現量の変化の追跡等、様々な網羅的解
析が行われている (Bauer et al., 2012)。このように、ORFeome という極めて有用なリソースに
基づいたリバースプロテオミクスを利用することで、実に多種多様な目的に対し、細胞内での生
理現象をプロテオームワイドに解析することが可能である。 
 
1.3. 本研究の目的と意義 
 
 eIF5A は生育に必須のタンパク質であり、翻訳後修飾部位も含めて真核生物で広く保存され
ていることから、生体内において重要な働きを担っていると考えられるが、詳細な分子機能につ
いては不明な点が多い。しかしながら、これまでの研究によって特定の mRNA 群の翻訳に関わ
っているのではないかと推測されている。そこで、分裂酵母の非常にコンパクトなゲノムサイズ
を活かし、当研究室で作製された分裂酵母のタグ融合遺伝子発現株コレクションと mmd1 遺伝
子破壊株を用いて、分裂酵母が持つ約 5,000 の全遺伝子の中から eIF5A が翻訳に関わる遺伝子
の探索と同定を試みた。このスクリーニングのもう一つの長所は、ハイプシン化の二段階目の反
応を触媒する mmd1 遺伝子破壊株を用いることで、水酸基の有無のみによる違いを区別できる
点である。動物細胞等の酵母より高等な真核生物では、DOHH 遺伝子破壊株は致死となってし
まうため、水酸基の有無による比較を行うことが困難である。従って、本研究ではより詳細なハ
イプシン化の役割が明らかにできるものと期待できる。スクリーニングで見出された eIF5A の
翻訳標的遺伝子を足掛かりとして、eIF5A における翻訳後修飾の生理的意義を解明するととも
に、eIF5A の役割を明らかにすることを目指した。 
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実験材料と方法 
 
1. 菌株 
(1) 大腸菌株 
 本研究で用いた大腸菌株の遺伝子型を表 i に示す。発現プラスミドの構築・増幅等、一般的な
遺伝子操作に用いた。 
 
表 i 本研究に用いた大腸菌株とその遺伝子型 
菌株 遺伝子型 
DH5 F-, f80lacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rK-
mK+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 
DB3.1 F-, gyrA462, endA1, Δ(sr1-recA), mcrB, mrr, hsdS20(rB-, mB-), supE44, 
ara-14, galK2, lacY1, proA2, rpsL20(SmR), xyl-5, λ-, leu, mtl1 
 
(2) 分裂酵母株 
 本研究で用いた分裂酵母の菌株とその遺伝子型を表 ii に示す。 
 
表 ii 本研究に用いた分裂酵母株とその遺伝子型 
菌株  遺伝子型 
JY265 h- leu1-32 
AS1625 h90 mmd1::kanr leu1-32 ade6-M216 
AS1466 h90 gcn5::bsdr leu1-32 ade6-M216 
AS1468 h90 gcn5::bsdr leu1-32 ade6-M210 
S2/G06 h+ SPBC577.03c::kanr ura4-D18 leu1-32 ade6-M210 
AS2006 h- hst2::hygr sir2::ura4-hisG ura4-D18 leu1-32 
AS2061 h- mmd1::TTT-ura4+ ura4-D18 leu1-32 
NK70 h- mmd1::kanr hst2::hygr sir2::ura4-hisG ura4-D18 leu1-32 
NK389 h+ gcn5::bsdr SPBC577.03c::kanr ura4-D18 leu1-32 ade6-M216 
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NK390 h- gcn5::bsdr hst2::hygr sir2::ura4-hisG ura4-D18 leu1-32 
NK391 h- nat9::kanr hst2::hygr sir2::ura4-hisG ura4-D18 leu1-32 
NK392 h- gcn5::bsdr SPBC577.03c::kanr hst2::hygr sir2::ura4-hisG ura4-D18 
leu1-32 
NK393 h- gcn5::bsdr mmd1::TTT-ura4+ura4-D18 leu1-32 
NK394 h- SPBC577.03c::kanr mmd1::TTT-ura4+ura4-D18 leu1-32 
NK395 h- gcn5::bsdr SPBC577.03c::kanr mmd1::TTT-ura4+ura4-D18 leu1-32 
 
2. 培地 
(1) 大腸菌の培地 
 大腸菌の液体培養は 2×YT 培地で、寒天培地上での培養は LB 培地を用いて行った。それぞ
れの組成を以下に示す。必要に応じて終濃度 40 µg/ml X-gal、50 µg/ml carbenicillin、50 µg/ml 
kanamycin を添加して用いた。 
2×YT： 1.6% Pancreatic Digest of Casein, 1% Yeast Extract, 0.5% NaCl [pH ~7.0] 
LB： 1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 0.5% NaCl [pH ~7.0] 
 
(2) 分裂酵母の培地 
 分裂酵母の通常の培養には、完全栄養培地として YE を、最少培地として SD または MM を
用いた。各培地の組成（1 L 当たり）を以下に示す。寒天培地（プレート）として使用する際に
は 20 g/L の寒天を添加した。 
 
・YEA：完全培地。寒天培地として使用する際には終濃度 15 µg/ml、液体培地として使用する
際には 150 µg/ml の adenine hemisulfate を添加した。natr、kanrおよび hygr遺伝子挿入株の
選択時には、ClonNAT (nourseothricin)、G418 (geneticin) および hygromycin を終濃度 100 
µg/ml になるように添加して用いた。 
Yeast extract 5 g 0.5% (w/v) 
グルコース 20 g 2% (w/v) 
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・SD：合成選択培地。アミノ酸類が含まれておらず、菌株の栄養要求性をチェックしたり、形質
転換体を選択したりする際に使用した。栄養要求性の培養の際には表 iii を参照して必要な栄養
素を添加して用いた。 
Yeast nitrogen base without amino acids (Difco) 6.7 g 0.67% (w/v) 
グルコース 10 g 1% (w/v) 
 
※分裂酵母では頻繁に nmt1 プロモーター（後述）を有する発現ベクターが用いられるが、SD
培地はこのプロモーターを抑制する。 
 
表 iii 培地に添加した栄養素 
栄養素 ストックの濃度 (mg/ml) 使用時の最終濃度 (µg/ml) 
アデニン（ヘミ硫酸塩） 7.5 15 または 150 
ウラシル 7.5 150 
L-ロイシン 11.25 225 
L-ヒスチジン 11.25 225 
 
・MM：最少選択培地。Edinburgh minimal medium (EMM) とも呼ばれる。チアミンを含有し
ないため、nmt1 プロモーターが脱抑制され、下流の遺伝子の発現を強制的に誘導する。 
フタル酸水素カリウム 3 g 14.7 mM 
Na2HPO4 2.2 g 15.5 mM 
NH4Cl 5 g 93.5 mM 
グルコース 20 g 2% (w/v) 
50×Salt stock (*1) 10 ml  
1,000×Vitamin stock (*2) 1 ml  
10,000×Mineral stock (*3) 0.1 ml  
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*1) 50×Salt stock：（1 L 当たり） 
MgCl2・6H2O 53.3 g 260 mM 
CaCl2・2H2O 0.735 g 5.00 mM 
KCl 50 g 670 mM 
Na2SO4 2 g 14.1 mM 
*2) 1,000×Vitamin stock：（100 ml 当たり） 
パントテン酸 100 mg 4.20 mM 
ニコチン酸 1000 mg 81.2 mM 
myo-イノシトール 1000 mg 55.5 mM 
ビオチン 1 mg 40.8 mM 
*3) 10,000×Mineral stock：（100 ml 当たり） 
H3BO3 500 mg 80.9 mM 
MnSO4・4H2O 530 mg 23.7 mM 
ZnSO4・7H2O 400 mg 13.9 mM 
FeCl3・6H2O 200 mg 7.40 mM 
(NH4)6Mo7O24・4H2O 1000 mg 2.47 mM 
KI 100 mg 6.02 mM 
CuSO4・5H2O 40 mg 1.60 mM 
クエン酸 1000 mg 47.6 mM 
 
・SPAS：合成胞子形成培地。二倍体は通常この培地上で数回分裂した後に胞子を形成する。 
グルコース 10 g 1% (w/v) 
KH2PO4 1 g 7.3 mM 
1,000×Vitamin stock 1 ml  
 
3. 大腸菌プラスミドと組換え DNA操作 
 DNA の制限酵素による切断、結合、アガロースゲル電気泳動、大腸菌の形質転換等の操作は、
標準的なプロトコールに従って行った (Sambrook and Russell, 1989)。プラスミドベクターと
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して pUC119 を使用し、宿主の大腸菌株として DH5を用いた。大腸菌の形質転換は 18℃法に
より行った。 
 
4 分裂酵母のプラスミドベクター 
 分裂酵母の形質転換には下記のシャトルベクターを用いた。 
(1) pDUAL-FFH1c (Matsuyama et al., 2004) 
 分裂酵母の nmt1 遺伝子 (Maundrell, 1990; Maundrell, 1993) のプロモーター、出芽酵母
ADH1 遺伝子のターミネーター、分裂酵母 ura4 遺伝子、分裂酵母の自律複製配列 ars1、および
分裂酵母の leu1 遺伝子の一部を有する pUC119 由来のベクターである。そのまま分裂酵母に導
入した際には分裂酵母由来の自律複製配列（ars1）によって複製される。Nmt1 はチアミン生合
成の制御に関わっており、nmt1 プロモーターはチアミン存在下で発現が抑制され、チアミン非
存在下で発現が誘導される転写活性を持つ。チアミン存在下ではチアミン非存在下の転写量の
100 分の 1 ほどの活性しかない。野生型の nmt1 プロモーターは極めて強力であるが、その活性
は 30℃でチアミン除去の約 12 時間後から転写が増大し、約 16 時間後に最大となる。 
 以上を基本骨格として、クローニングした遺伝子の 3’末端にタグが融合されるようにマルチク
ローニング部位の下流に 2 コピーの FLAGエピトープおよび His6タグをコードする配列が連結
されている。また、Gateway システム（Thermo Fisher Scientific 社）に適用できるようにマル
チクローニング部位には ccdB カセットが挿入されている。遺伝子産物を分裂酵母で過剰発現さ
せる場合や、発現した産物をウェスタンブロッティングで検出する場合等に用いた。また、sre1
プロモーターをクローニングした際のプラスミドベクターとして用いた。 
 
(2) pDUAL5-4HA1c 
 pDUAL-FFH1c とほぼ同様の構造であるが、クローニングした遺伝子の 3’末端に 4HA タグが
融合される発現ベクターである。リバースアレイに用いた mmd1 遺伝子破壊株へ mmd1 遺伝子
を再導入するに当たり、FLAG/His タグとは異なるエピトープで Mmd1 の発現を確認するため
に、pDUAL5-4HA1c 由来の nmt1 プロモーター、ccdB カセットおよび 4 コピーの HA エピト
ープをコードする配列を pHIS3HF へ挿入する際に用いた。 
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(3) pHIS3HF (Matsuyama et al., 2008) 
 pDUAL-FFH1c と同様に分裂酵母の nmt1 遺伝子のプロモーター、出芽酵母 ADH1 遺伝子の
ターミネーター、分裂酵母 ura4 遺伝子および自律複製配列 ars1 を持ち、ハイグロマイシン耐
性マーカーである hphMX6 と、分裂酵母の his3 遺伝子の一部を有する pUC119 由来のベクタ
ーである。リバースアレイに用いた mmd1 遺伝子破壊株へ mmd1 遺伝子を再導入するに当た
り、既に mmd1 遺伝子破壊に使用されているカナマイシン耐性遺伝子とは異なる薬剤耐性マー
カーを利用するために用いた。 
 
(4) pDUAL-HFG51c (Matsuyama et al., 2008) 
 pDUAL-FFH1c とほぼ同様の構造であるが、nmt1 プロモーターの代わりに分裂酵母の eIF5A
をコードする tif51 遺伝子のプロモーターを持ち、クローニングした遺伝子の 5’末端に His6 タ
グと１コピーの FLAG エピトープ、GFP をコードする配列が連結されているベクターである。
C 末端にタグを融合させた eIF5A は機能しないとされているため、局在観察用の GFP 融合
eIF5A 発現株を作製する際に使用した。 
 
5. マスメイティングとリバースアレイの構築 
 マスメイティングとリバースアレイの構築は、概ね Bauer らの方法に従った (Bauer et al., 
2012)。かけ合わせる 2 つの株をチアミンを含む MM プレート上で混合し、胞子形成するまで
30℃で十分な時間培養した後、96 ピンレプリケーター（コンソナルバイオテクノロジーズ）を
用いて選択培地へ繰り返し植え継ぎ、目的の遺伝子型の一倍体を選択した。また、リバースアレ
イに用いる全細胞抽出液は、グアニジンバッファー (0.2 M NaH2PO4, 0.2 M Na2HPO4, 6 M 
guanidine, 20 mM 2-mercaptoethanol)によって調製した。 
 
6. 分裂酵母からの DNA調製 
 分裂酵母からのゲノム DNA の調製には以下の方法を用いた。適当なプレートで培養した細胞
を 1.5 ml チューブへ集菌し、細胞を 0.2 ml の breaking buffer (10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 1 
mM EDTA, 100 mM NaCl, 2% Triton X-100, 1% SDS) に懸濁し、等量の水飽和フェノール/ク
ロロホルム（1:1）と 0.3 g のグラスビーズ（φ＝0.5 mm）を加え、3 分間激しく撹拌して細胞
を破砕した。撹拌後室温で 5 分間遠心し、上清を別の 1.5 ml チューブへ回収した後、等量のイ
ソプロピルアルコールおよび上清の約 10 分の 1 量の 3 M 酢酸ナトリウムを加えて激しく撹拌
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し、DNA を沈殿させた。4℃で 5 分間遠心し、上清を除去した後、100 µl の 70%エタノールで
リンスし、さらに 4℃で 1 分間遠心した。風乾後、滅菌水に溶解して DNA 溶液とした。 
 
7. 分裂酵母の一般的な取扱いと遺伝学的解析 
 分裂酵母の一般的な遺伝学的解析は Gutz らの方法に従った (Gutz et al., 1974)。 
 分裂酵母の形質転換は酢酸リチウムを用いた高効率の方法を用いた  (Matsuyama et al., 
2004)。YE または SD 液体培地で培養した細胞（対数増殖期の状態）を遠心集菌した後、0.1 M
酢酸リチウム [pH 5.0]に懸濁した。懸濁液を 50 µl ずつ 1.5 ml チューブに分注し、DNA (0.1～
1 µg)、1 µg のサケ精子 DNA および 150 µl の 40% (w/v) ポリエチレングリコール (PEG #4,000) 
水溶液を添加して室温で静置した。1～4 時間静置した後、20 µl の DMSO (dimethylsulfoxide) 
を加えて混和し、42℃で 15 分間熱ショックを与えた。熱ショック後、適当な選択培地に広げ、
25 または 30℃でコロニーが形成されるまで培養した。 
 交配の際には主に ade6 変異をマーカーとして利用した。アデニン要求性変異である ade6-
M210 変異と ade6-M216 変異は同一遺伝子座の変異であるが、相互に相補し合い、この 2 つの
アリルを同時に細胞内に有する株はアデニン非要求性となる（遺伝子内相補）。ade6-M210 変異
株と ade6-M216 変異株を交配し、アデニン非要求性の細胞を選択することで容易に二倍体を得
ることができる (Nurse, 1985)。このようにして得られた二倍体を SPAS プレート上で培養して
胞子形成させ、四分子分析または random spore 処理により子孫細胞を得た。 
 random spore 処理は以下のように行った。胞子形成しているプレート上の細胞を掻き取り、
0.7 ml 滅菌水に懸濁した後、消化酵素グルクロニダーゼ (β-Glucuronidase Type HA-4, From 
Helix aspersa) の 5%水溶液を 30 µl 加えて 1～5 時間室温で穏やかに混和させ、胞子嚢を溶解
し遊離の胞子とした。さらに 0.3 ml エタノールを加えて混和させ、室温で 20 分静置した後に遠
心して上清を除去し、適当量の滅菌水に懸濁して適当な培地に蒔いた。 
 
8. 分裂酵母からのタンパク質の調製 
 分裂酵母からのタンパク質試料の調製は、Matsuyama らのポストアルカリ法を参考にして行
った (Matsuyama et al., 2006)。YE プレート上で前培養した分裂酵母を MM プレートに植え
継いで 30℃で約 22 時間培養した後、100 µl の MM 液体培地をあらかじめ分注しておいた 1.5 
ml チューブに細胞を回収した。細胞を懸濁した後、0.7 N 水酸化ナトリウム水溶液を 100 µl 加
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えて混合し（最終濃度 0.35 N 水酸化ナトリウム）、室温で 5 分間静置した。続いて溶液を遠心
除去した後、1×SDS-PAGE サンプルバッファー (2% SDS, 100 mM DTT, 10% Glycerol, 0.1% 
BPB, 50 mM Tris-HCl [pH 6.8]) を 50 µl 添加し、100℃で 5 分煮沸した。このようにして調製
した細胞抽出液の上清を SDS-PAGE に用いた。 
 
9. ウェスタンブロッティング 
 ウェスタンブロッティングには、まず 12-15%のポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE
で試料タンパク質を分離し、泳動分離したタンパク質を Tris-Glycine blotting buffer (25 mM 
Tris, 192 mM グリシン, 10% メタノール) を転写バッファーとして PVDF (Polyvinylidene 
difluoride) Immobilon-PSQ メンブレン（Millipore）にセミドライ式の転写装置で転写した。転
写後、メンブレンを 2% BSA (ウシ血清アルブミン) を含む PBS-T で 30 分間ブロッキングし、
PBS-Tで洗浄した。一次抗体処理は10または14% (w/v) ポリエチレングリコール (PEG #4,000) 
を含む PBS-T 溶液に一次抗体を適当量添加し、室温で 1 時間または一晩振盪させた。PBS-T で
室温で 30 分ずつ 2 回洗浄した後、一次抗体と同様のバッファーに適当な二次抗体を 1/20,000 希
釈となるように添加し、室温で 1 時間振盪させた。二次抗体処理後、同様に PBS-T で洗浄し検
出した。 
 ウェスタンブロッティングは AlexaFluor680 (Molecular Probes)、または IR-Dye800CW 
(Rockland) で標識された二次抗体を用い、Odyssey (LI-COR) で検出する直接蛍光法で行った。
Odyssey は近赤外蛍光を検出できる検出器で、この領域の波長ではメンブレン等に由来する自
家蛍光の影響をほとんど受けないため、バックグラウンドを極めて低く抑えることができる。ま
た、2 波長のレーザーを搭載しており、マルチラベルが可能である等、様々な利点を有している。 
 また、一次抗体として表 iv に示す抗体を用いた。 
 
表 iv ウェスタンブロッティングで使用した一次抗体 
抗体 タイプ  
抗 His タグ抗体 ポリクローナル MBL 
抗 His タグ抗体 モノクローナル MBL 
抗 FLAG 抗体（M2） モノクローナル SIGMA 
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抗 HA 抗体 ポリクローナル MBL 
抗-チューブリン抗体 
（B-5-1-2） 
モノクローナル SIGMA 
抗 eIF5A 抗体 モノクローナル BD Biosciences 
抗ハイプシン化 eIF5A 抗体 モノクローナル 産業技術総合研究所タンパク質ネッ
トワーク解析チームより供与 
抗アセチル化 eIF5A 抗体 ポリクローナル RIKEN BSI RRC にて作製 
 
10. sre1プロモーターのクローニング 
 嫌気培養条件を確立するための sre1 プロモーターのクローニングは、Todd らの論文を参考に
して行った (Todd et al., 2006)。Todd らによると、sre1 の ORF 開始点から-850 bp までの配列
が最もプロモーター活性が高かったため、同配列を用いることにした。LR 反応で使えるように、
pDUAL-FFH1c を骨格とし、nmt1 プロモーターを切り出して sre1 プロモーターと入れ替える
形にした。使用したプライマーの配列は以下に示す。 
Sre1 promoter_Fwd: GGATCCGCATGCGGATAAGTAATATACAAAAAA 
Sre1 promoter_Rev: GGATCCGCTAGCATTTAACAAAATTTCCAGCTAG 
 
11. 嫌気条件での培養 
 嫌気培養にはアネロパック・ケンキ（三菱ガス化学）を使用した。使用する培地をオートクレ
ーブ滅菌前に窒素で約 5 分曝気し、滅菌後、温度が下がる前に角型ジャーへ入れ、アネロパッ
ク・ケンキで嫌気状態にした。培地は使用する前に 30℃で保温したものを用いた。培養した細
胞を嫌気条件へ移す際は、一度集菌して上清を除去し、嫌気状態にしておいた培地で再懸濁して
から植え継いだ。嫌気培養は基本的に 80 ml フラスコで行い、培地は 55 ml とした。フラスコの
蓋はパラフィルムを用いた。 
 
12. lacZレポーターアッセイ 
 予め 80 µl ONPG (ortho-nitrophenyl-β-galactoside, 4 mg/ml in *Y-PER™) を PCR チューブ
へ分注しておいた。適当量の菌体を 50 µl MM 培地に懸濁し、その内 20 µl を ONPG に加えて
混和させ、溶液が黄色に変色するまでの時間を測定した。変色したら 50 µl Na2CO3 (1M) を加
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えて反応を停止させ、3500 rpm／5 min／20℃で遠心し、上清 100 µl を平底 96 well plate へ移
した。MM 培地で 20 倍希釈した菌体 100 µl を平底 96 well plate の別ウェルへ移し、OD595（菌
体量）と OD420（o-nitrophenol 量）を分光光度計（Spectra Max 340PC384、MOLECULAR 
DEVICES）でそれぞれ測定した。β-ガラクトシダーゼ活性は以下の式で算出した (Matsuyama 
et al., 2008)。 
 
 
 
13. 培地中のエタノール濃度の測定 
 培地中のエタノール濃度の測定には J.K.インターナショナルの F-kit Ethanol を用いた。測定
原理を以下に示す (ADH; Alcohol dehydrogenase, ALDH; Aldehyde dehydrogenase)。 
 
 各試薬の調製はキットのプロトコールに従った。細胞を培養後、遠心分離して上清を 5 ml チ
ューブへ移したものをサンプルとした。各サンプルは使用直前に 1.5 M Tris-HCl [pH 8.6]で 100
倍希釈してアッセイに用いた。 
 測定には、まず Sol II 200 µl を PCR チューブへ分注し、サンプル 20 µl を水面下へ加えた。
シールで蓋をして混和させた後、2,000 rpm／2 min／20℃で遠心分離し、上清 100 µl を 96 
well plate（平底、nunc）へ移した（＝E1）。残りの溶液に予め振盪混和させておいた Sol III 
1.68 µl を水面下に加え、再びシールをして混和させた後、室温で 10 分放置した。同様に遠心
分離してから上清 100 µl を 96 well plate へ移し（＝E2）、吸光度 E1 と E2 を分光光度計で測
定した。同時に Tris-HCl [pH 8.6]で段階希釈したエタノールをコントロールとして測定し、検
量線に基づいて培地中のエタノール濃度を算出した。 
 
 
 
Miller units: 1000×OD420/ reaction time (min)/ culture density (OD595) 
/volume of culture used for assay (ml) 
                ADH 
1) EtOH + NAD+  →  CH3CHO + NADH + H+ 
                         ALDH 
2) CH3CHO + NAD+ + H2O  →  CH3COOH + NADH + H+ 
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14. 酸素消費量の測定 
 酸素消費量の測定には細胞外フラックスアナライザーXFe96（SeahorseBioscience 社）を使用
し、酵母用のプロトコールに沿って測定を行った。 
 測定前日にキャリブレーション溶液（アッセイキット付属）200 µl をキャリブレーション用プ
レートへ分注して 30℃で保温し、センサーカートリッジの水和を行った（～16 時間）。また、
装置本体を 28℃に設定し、安定化させた（最低 6 時間）。翌日、培養した細胞を 1.0×106 cells/ml
となるように希釈し、200 µl ずつ細胞培養用プレートへ分注した後、30 分 30℃で保温した。
その間に本体のキャリブレーションを行い、Mix 2 min／Wait 0 min／Measure 2 min で測定
を行った。 
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結果と考察 
 
第 2章 翻訳における eIF5Aの標的タンパク質の網羅的な探索 
 
 eIF5A およびハイプシン合成酵素が生育に必須であるという事実から、eIF5A およびハイプ
シン修飾の重要性は明らかであるものの、翻訳における eIF5A の役割は未だはっきりしていな
い。また、eIF5A は HIV-1 Rev タンパク質の細胞内補因子であるという報告や (Ruhl et al., 
1993)、タンパク質の核外輸送 (Lipowsky et al., 2000)、mRNA のターンオーバーに関係してい
る (Zuk and Jacobson, 1998; Valentini et al., 2002) といった報告から、翻訳以外にも様々な機
能を有する多機能タンパク質である可能性が示唆されている。そこで本研究では、吉田化学遺伝
学研究室で作製された分裂酵母のタグ融合遺伝子発現株のコレクションを利用し、まずは eIF5A
の翻訳の標的となるタンパク質の網羅的な探索を行うことで、eIF5A が関与する細胞内の生理
現象を明らかにすることを試みた。 
 
2.1 マスメイティングによるタグ融合遺伝子発現株への mmd1遺伝子破壊の導入 
 
 分裂酵母は通常、一倍体で均等分裂を繰り返して増殖し、h+または h-という 2 つの接合型のい
ずれかの細胞として存在している。また、体細胞分裂の際に頻繁に h+と h-の間で接合型を変換
し、同一のコロニー内に h+と h-の二種の接合型の細胞が混在する h90 型と呼ばれる接合型も存
在する。栄養が豊富な条件下では体細胞分裂によって増殖するが、周囲の栄養条件が悪化すると
有性生殖過程に入り、h+型と h-型の細胞が接合して二倍体となった後、減数分裂によって 4 つの
胞子を形成する（図 2-1）。この性質を利用し、かけ合わせによって異なる遺伝子型の細胞同士を
接合させ、それぞれの細胞由来の遺伝子型を持った胞子を取得することが可能である。 
 当研究室で作製されたタグ融合遺伝子発現株のコレクションはh-および h90の 2つの接合型の
株を用いて作製されているため、まず h-型のタグ融合遺伝子発現株コレクションと h90 型の
mmd1 遺伝子破壊株をかけ合わせることで、タグ融合遺伝子発現株へ mmd1 遺伝子破壊を導入
した株のコレクションを作製した（図 2-2）。タグ融合遺伝子発現株のコレクションは、leu1 遺
伝子座に点変異（leu1-32）を有する株を親株として作製されており、leu1-32 変異点よりも下流
へ制限酵素（Not I）により消化して線状化した pDUAL-FFH1 由来の各 ORF 断片を相同組換 
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図 2-1. 分裂酵母の生活環 
 出芽酵母と異なり、分裂酵母は通常一倍体で生育する。最少培地である MM 培地や胞子形成培地
である SPAS 培地等で培養すると、異なる接合型同士（h+と h-）で接合し、二倍体になる。二倍体は
ただちに減数分裂によって 4 つの一倍体の胞子を形成する。胞子は生育環境の好転によって発芽し、再
び分裂を開始する。 
※参考：PombeNet（http://www-bcf.usc.edu/~forsburg/index.html） 
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図 2-2. マスメイティング 
 分裂酵母のかけ合わせを利用し、タグ融合遺伝子発現株コレクションへ mmd1 遺伝子破壊を導入し
た。かけ合わせや植え継ぎは、96 ピンレプリケーターを用いることでハイスループットに行うことが可能である。 
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えによって挿入することで、結果としてロイシン要求性が相補された株である（図 1-8）。さら
に、h-株のコレクションでは性決定に関わる mat1 遺伝子座近傍へ natr 遺伝子が挿入されてお
り、ClonNAT を用いて h-型細胞のみを選択できるようになっている。一方、h90型の mmd1 遺
伝子破壊株は相同組換えによって mmd1 遺伝子が kanr遺伝子に置き換えられているほか、leu1-
32 変異と ade6-M216 変異を有している。これら 2 種類の株を MM (+ ロイシン、アデニン) プ
レート上で接合させ、胞子を形成するまで 30℃で十分培養した後（数日間）、各選択培地（YE (+ 
ClonNAT), YE (+ G418), SD (w/o amino acid)）へと植え継いだ。分裂酵母は基本的に一倍体の
状態が安定であり、二倍体は死にやすく、また、栄養源が枯渇するとすぐに胞子形成過程に移行
するため、選択培地での植え継ぎを繰り返すことで一倍体を優先的に得られると期待できる。 
 以上の操作によって、mmd1 遺伝子が kanr遺伝子に置換され、mat1 遺伝子座近傍に natr遺
伝子が、leu1 遺伝子座に pDUAL -FFH 由来の各 ORF 断片がそれぞれ挿入されている破壊株コ
レクションを作製した。 
 
2.2 リバースアレイの構築とスクリーニング 
 
 リバースアレイは、細胞の全細胞抽出液をニトロセルロースメンブレンやスライドガラス等に
スポットして作製されるプロテインアレイである。非常にシンプルなアレイであるが、複数の条
件下で培養した細胞や異なる細胞株等から調製した全細胞抽出液を用いてアレイを作製し、特定
のタンパク質に対する特異的抗体で検出を行って定量化を行えば、目的のタンパク質レベルのダ
イナミクスを調べることができ、プロテオームワイドな解析をハイスループットに行うことが可
能となる (Sutandy et al., 2013)。 
 一方、約 5,000 株のタグ融合発現株コレクションでは、FLAG2-His6タグ融合 ORF が全てチ
アミン非存在下で発現が誘導される nmt1 プロモーターの制御下にあり、染色体上の leu1 遺伝
子座に挿入されているため細胞内に 1 コピーしか存在しない。従って、異なる 2 つの株で発現を
誘導した場合、タグ融合遺伝子の転写レベルは同一であると考えられ、タンパク質レベルの変化
は翻訳以降のステップにおける両者の違いを反映するものと予想される。 
 そこで、まず前節で作製した mmd1 遺伝子破壊株コレクションを用いて、リバースアレイ用
の試料を調製した。プレート培養は液体培養よりも各菌株間で細胞量を揃えやすく、様々な生育
状態の細胞を回収できる上、大量の試料をハイスループットに調製するのに適していることから、
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液体ではなくプレートで培養を行った。nmt1 プロモーターはチアミン除去後約 12 時間で発現
が誘導されるため、野生株は 30℃で約 20～24 時間後に菌体を回収したものをサンプルとした。
mmd1 遺伝子破壊株は野生株と比較して生育がやや遅いため、約 36～40 時間後に菌体を回収し
たものをサンプルとした。回収には 96 穴プレートを使用した。 
 アレイに用いる全細胞抽出液は、回収した菌体に対して 0.35 N 水酸化ナトリウム水溶液によ
る前処理を行った後、菌体を強いタンパク質変性剤であるグアニジンをベースとしたバッファー
に溶解させて調製した。グアニジンの変性作用は SDS よりも強力で、バッファー添加後の煮沸
をしなくても検出に十分なタンパク質量を抽出できることがわかっている（白井、博士論文）。 
 以上のようにして調製した全細胞抽出液を最終的に 384 穴プレートへと分注し、384 ピンレ
プリケーターを使用してニトロセルロースメンブレンへと直接ブロットした。アレイはメンブレ
ン 1 枚当たり 384×16＝6,144 スポットで作製し、野生株と mmd1 遺伝子破壊株間で比較しや
すいように両者を並べてブロットした。また、統計処理のために各試料を 4 点ずつスポットし
た。こうして作製したリバースアレイに対して、0.5% BSA でブロッキングした後、2 つの異な
る蛍光色素で標識した抗 His タグ抗体および抗-チューブリン抗体と反応させ、二色の蛍光を
同時に検出できるLI-COR社のOdysseyを用いて、His6タグ融合タンパク質を波長 700 nmで、
チューブリンを波長 800 nm でそれぞれ検出した。抗 His タグ抗体による検出は発現させたタ
ンパク質量、抗チューブリン抗体による検出は細胞量の指標として、それぞれ検出した蛍光強度
を数値化し、His タグ融合タンパク質の量をチューブリンの量に対する比として算出した。以上
の操作により、野生株と mmd1 遺伝子破壊株で発現レベルが変化するタンパク質をスクリーニ
ングした（図 2-3）。 
 このスクリーニングの結果、mmd1 遺伝子破壊株でタンパク質発現レベルが減少する上位 96
タンパク質をピックアップし、これらのタンパク質にどのような傾向があるかを Gene Ontology
解析で調べた結果、発現レベルが減少するタンパク質は Biological process および Cellular 
component のカテゴリーで、いずれもミトコンドリアに関連する項目に有意な濃縮が見出され
た（表 2-1）。 
 
2.3 eIF5Aの翻訳標的遺伝子候補の同定 
 
 一次スクリーニングでピックアップした、mmd1 遺伝子破壊株でタンパク質発現レベルが減 
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図 2-3. 分裂酵母の野生株とmmd1遺伝子破壊株（mmd1Δ）のリバースアレイの構築 
 リバースアレイ構築の簡単な流れと検出結果を示した（a）。チアミン非存在下で培養した細胞を回収し、グアニジン
バッファーを用いて全細胞抽出液を調製した後、384 ウェルプレートへ回収した。次に、384 ピンレプリケーターを用いて
メンブレンへブロットし、アレイを作製した。タグ融合タンパク質を抗 His タグ抗体で（赤）、チューブリンを抗チューブリン
抗体で（緑）それぞれ検出した。同じタグ融合タンパク質を発現する野生株と mmd1 遺伝子破壊株を並べて 4 回
ブロットし、4 スポットの値の平均値を発現量とした。メンブレン 1 枚当たり、最高で 6144 スポットがブロットされている。 
 スクリーニングの結果、mmd1 遺伝子破壊株で特異的にタンパク質発現レベルが減少する 96 遺伝子をピックアップ
し（b）、二次スクリーニングへ進めた。（※修士論文より引用） 
a 
b 
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表 2-1. GO解析による発現レベルが変化するタンパク質群の関連付け 
 一次スクリーニングの結果、mmd1遺伝子破壊株で野生株と比べて発現レベルが減少した上位 96 タン
パク質に対して Gene Ontology 解析を行った結果を示した (P<0.05)。（※修士論文より引用） 
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少する 96 タンパク質について、野生株および mmd1 遺伝子破壊株、さらに mmd1 遺伝子破壊
株に mmd1 遺伝子を相補させた mmd1 遺伝子相補株の 3 種類の株を用いて、ウェスタンブロッ
ティングによるタンパク質レベルの比較を行った。スクリーニングで得られた各 FLAG2-His6タ
グ融合遺伝子の検出には抗 His タグ抗体を、eIF5A およびハイプシン化 eIF5A、アセチル化
eIF5A、チューブリンの検出には各タンパク質または修飾に特異的な抗体を用いた。また、mmd1
遺伝子相補株は 4HA タグ融合 mmd1 遺伝子を発現するため、再導入した Mmd1 の検出には抗
HA タグ抗体を用いた。 
 ウェスタン解析の結果、mmd1 遺伝子破壊株でタンパク質発現レベルが減少し、mmd1 遺伝
子相補株でレベルが回復する 16 遺伝子を見出した（図 2-4、表 2-2-a）。この 16 遺伝子について
Gene Ontology 解析を行った結果、Cellular component のカテゴリーにおいてミトコンドリア
のマトリックスに有意な濃縮が見出された（表 2-2-b）。一方、野生株と mmd1 遺伝子破壊株を
用いてトランスクリプトーム解析を行い、今回見出された遺伝子について mRNA レベルを調べ
たものの、野生株と比較して mmd1 遺伝子破壊株において大きく mRNA レベルが減少する遺伝
子は見出されなかった（図 2-5）。これらの結果から、スクリーニングで得られた遺伝子が eIF5A
依存的な翻訳制御を受けているのではないかと考えられた。 
 
2.4 標的遺伝子の共通性の探索 
 
 近年、eIF5A のハイプシン化はプロリンが連続した配列（特に PPP、PPG 等）を多く含むタ
ンパク質の翻訳をスムーズに行うために要求される、という報告が出されている (Doerfel et al., 
2013; Gutierrez et al., 2013)。しかしながら、今回のスクリーニングで得られた eIF5A の翻訳
標的遺伝子にはそのような配列は見出されなかった。そこで、今回得られた標的遺伝子について、
他に何らかの共通性がないかどうか、Web 上のデータベースによる配列解析を試みた。各遺伝
子がコードするアミノ酸配列および各遺伝子の塩基配列について、The MEME Suite、DAVID、
GenomeNet、PSORT II Prediction 等様々なモチーフ検索のデータベースで解析を行ったもの
の、有意な共通性は発見できなかった。次に、候補遺伝子のコドン選択（codon usage）に特徴
がないかどうか調べることにした。使用する codon usage は生物種によって異なり、GC 含量や
その他ゲノム・遺伝子の性質を反映するほか、環境変化に応じて codon usage を変えることによ
り、特定のタンパク質の発現レベルを制御する機構も報告されている (Novoa and Ribas de  
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図 2-4. スクリーニングから得られた候補遺伝子産物のウェスタン解析 
 二次スクリーニングの結果から、mmd1 遺伝子相補株でタンパク質発現レベルが回復した遺伝子につい
て、ウェスタンブロッティングで野生株、mmd1 遺伝子破壊株、mmd1 遺伝子相補株を用いてそれぞれの
タンパク質発現レベルを調べた。各株で過剰発現させた FLAG2-His6 タグ融合タンパク質は抗 His タグ抗
体で、相補株で発現させた 4HA タグ融合 Mmd1 は抗 HA タグ抗体で、その他はタンパク質または修飾に
特異的な抗体を用いて検出した。 
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表 2-2. eIF5Aの翻訳標的候補遺伝子 
 (a) ウェスタン解析によって、mmd1 遺伝子破壊株においてタンパク質レベルの減少が確認できた遺伝子のリ
ストを示した。Score の数値はプロテインアレイ検出時の、野生株に対するmmd1遺伝子破壊株での各タンパ
ク質発現レベルを示す。また、赤文字はミトコンドリア局在タンパク質、***は必須遺伝子である。 
 (b) (a) の遺伝子について Gene Ontology 解析を行った結果、有意なミトコンドリアタンパク質の濃縮が確
認できた（p<0.05）。 
a 
b 
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図 2-5. 候補遺伝子の転写レベル 
 ウェスタン解析でタンパク質発現レベルに変化が見られた 16 遺伝子について、トランスクリプトーム解析
の結果から、mRNA レベルについて野生株とmmd1遺伝子破壊株で比較を行った。 
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Pouplana, 2012; Trotta, 2013)。そこで、候補遺伝子の codon usage に何らかの特徴がないかど
うかを調べるため、分裂酵母の codon usage について解析している平岡らの論文 (Hiraoka et 
al., 2009) を参考に、分裂酵母全体の codon usage と候補遺伝子の codon usage について照らし
合わせてみた（図 2-6）。しかしながら、候補遺伝子において分裂酵母全体の codon usage から
大きく逸脱するものを見出すことはできなかった。 
 
2.5 考察 
 
 今回野生株と mmd1 遺伝子破壊株を比較したリバースアレイのスクリーニングにより、ハイ
プシン化依存的にタンパク質発現レベルが変化する 16 遺伝子を見出すことができた。ハイプシ
ン化は eIF5A にのみ見られる特異的な翻訳後修飾であることから、これらの遺伝子の翻訳には
eIF5A が関わる可能性が高いと考えられる。候補遺伝子にはミトコンドリアリボソームのサブ
ユニットやミトコンドリア DNA の維持に関わるタンパク質、呼吸鎖複合体のタンパク質等が含
まれており、eIF5A がこれらの遺伝子の翻訳を介してミトコンドリアの機能制御に関わってい
る可能性が示唆された。また、候補遺伝子の中には必須遺伝子も多く、mmd1 遺伝子破壊株で見
られる増殖遅延等の表現型についても、これらの遺伝子の翻訳阻害による影響があるのではない
かと考えられる。 
 mmd1 遺伝子破壊株で見られるミトコンドリアの局在異常の引き金となる遺伝子についても
興味が持たれるが、得られたミトコンドリア関連の候補遺伝子は殆どが必須遺伝子であり、表現
型の解析は困難であった。nmt1 プロモーター、もしくは nmt1 よりもやや活性の弱い nmt41 プ
ロモーターのオン／オフによる Mmd1 の発現とハイプシン化レベルの調節も試みたものの、恐
らくハイプシン化 eIF5A が安定であることから成功には至っておらず、更なる条件検討が必要
である。または、候補遺伝子の内在性のプロモーターを nmt1 プロモーターに変換したシャット
オフ株を作製し、nmt1 プロモーターの活性を抑制するチアミン存在下で培養した際にミトコン
ドリアの表現型に変化がないかどうかを調べたいと考えている。 
 一方、これまでのデータベースを利用した解析では、得られた候補遺伝子内の PPP、PPG 配
列や、その他の候補遺伝子間における共通性を見出すことができなかった。連続したプロリン配
列の翻訳時には、その長いハイプシン側鎖が eIF5A とリボソーム、アミノアシル tRNA の相互
作用に重要となる (Dever et al., 2014)。しかしながら、デオキシハイプシンとハイプシンの水 
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図 2-6. 分裂酵母の全タンパク質と候補遺伝子との codon usageの相関 
 平岡らの論文で示された分裂酵母の codon usage（Total）と候補遺伝子の codon usage
（Candidates）をそれぞれ示した（a）。また、候補遺伝子の codon usage を X 軸に、分裂酵母の
codon usage を Y 軸にとり、相関をグラフで示した（b）。 
a 
b b 
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酸基の有無によるプロリン連続配列の翻訳への影響については、未だにはっきりとしていない。
これまでに、分裂酵母においてプロリンが連続した配列を持っているタンパク質を mmd1 破壊
株で過剰発現させたところ、野生株と比較してタンパク質レベルの低下が見られるタンパク質も
ある一方、変化が見られないタンパク質もあることが分かっている。従って、翻訳における eIF5A
の役割はプロリンが連続した配列を持つ“翻訳しにくい”mRNA の翻訳を助けるだけではなく、
他の役割もあるものと考えられる。 
 そこで着目したのは、今回のスクリーニングで得られた eIF5A の標的候補遺伝子にミトコン
ドリア関連タンパク質が多く含まれる点と、ハイプシン化の二段階目の反応を触媒する Mmd1
が基質に酸素を要求する水酸化酵素である、という点である。この二点から、eIF5A はハイプシ
ンの水酸基を介して酸素センサーとしての役割を果たし、ミトコンドリアの翻訳を含む代謝制御
に関わっているのではないかという仮説を立てた。即ち、嫌気条件下では基質となる酸素が不足
し、中間体であるデオキシハイプシン eIF5A が増加することになり、結果として mmd1 遺伝子
破壊株に近い状態になると予想される。すると呼吸鎖を含むミトコンドリア関連タンパク質の翻
訳が阻害され、ミトコンドリアによる好気的呼吸から嫌気的な解糖系へとエネルギー代謝が変化
していくのではないだろうか。 
 動物細胞では、代表的な酸素センサーとして転写因子 HIF-1が知られている (Semenza, 
1998)。HIF-1は通常の酸素条件下では PHD（プロリン水酸化酵素）によって特定のプロリン
残基が水酸化され、それが標識となってユビキチン・プロテアソーム系で分解を受ける。しかし
酸素濃度が低下すると PHD の活性が低下し、HIF-1は安定化して低酸素応答に必要な遺伝子
の発現を誘導する (Aragonés et al., 2009)。eIF5A もこれと似たような機構で、ハイプシンの水
酸基を介して酸素濃度依存的な代謝制御に関わっている可能性がある。 
 HIF-1は転写因子である一方、eIF5A は翻訳因子である。トランスクリプトーム解析の結果
から、今回得られた候補遺伝子については mRNA レベルでの変化が見られなかったことから、
恐らく eIF5A は各遺伝子の翻訳に影響すると考えられるが、この点については各遺伝子につい
て定量 PCR を行って確認する必要がある。また、タンパク質レベルの低下が翻訳量の低下によ
るものなのか、もしくはタンパク質の不安定化によるものなのかを調べるために、タンパク質合
成阻害剤であるシクロヘキシミドを用いたタンパク質の半減期の測定や、プロテアソームの活性
評価等、詳細な解析が必要であろう。さらに、eIF5A がこれらの遺伝子の翻訳に作用するメカニ
ズムを明らかにするためには、やはり候補遺伝子間の配列の共通性を見出す必要があり、部分欠
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失変異体を作製して制御を受ける配列を同定する実験が重要になると思われる。現在、部分欠失
させた ORF のクローニングと、それらを発現させるためのプラスミドを作製している。特に、
小胞体やミトコンドリア等、各細胞小器官への輸送に必要なシグナルペプチドは N 末端に多く
見出されることや (Kunze and Berger, 2015)、ペプチドの N 末端のアセチル化によって異なる
長さのペプチドが合成される等 (Lee et al., 1989; Polevoda and Sherman, 2003; Helsens et al., 
2011)、翻訳においては N 末端付近の配列の重要性が高い。従って、ORF を C 末端側から比較
的大きく欠失させていき、変異体のタンパク質レベルに変化が見られた時点で、その周辺の配列
について詳しく調べたいと考えている。 
 現在、酵母から動物細胞まで様々な生物種でトランスクリプトーム・プロテオーム解析が行わ
れており、転写および翻訳、さらに翻訳後修飾によって、実に多種多様なタンパク質の発現調節
機構が働いていることが明らかになりつつある。翻訳開始点の変化や停止コドンのリードスルー、
リボソームにおけるフレームシフト、細胞特異的なスプライシングによるスプライシングバリア
ントの多様性も報告されている (Pan et al., 2008; Dunn et al., 2013; Gawron et al., 2014)。ま
た、mRNA の二次構造は mRNA の安定性や翻訳効率に大きく影響し、特に mRNA 下流の強固
な二次構造は翻訳やフォールディングの阻害を引き起こす (Chen et al., 2013)。当研究室の分裂
酵母の遺伝子過剰発現株コレクションでは、leu1 遺伝子座に挿入されている各 ORF はイントロ
ンを含んでいるため、mRNA の二次構造に共通の特徴があるかもしれない。mRNA の二次構造
には GC 含有量も関与するため、候補遺伝子に使用されているコドンに含まれる GC の割合や
mRNA の二次構造についても解析を行っていきたいと考えている。 
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第 3章 ハイプシン化と呼吸代謝 
 
 前章にて、eIF5A が酸素濃度の変化に伴う呼吸代謝の制御に関わっている可能性が示唆され
た。分裂酵母の嫌気環境への応答に関する研究は Espenshade らによって進められており (Todd 
et al., 2006; Bien and Espenshade, 2010)、分裂酵母には HIF-1は存在しないものの、類似し
た機構で制御されているタンパク質も報告されている（後述）。しかしながら、分裂酵母の嫌気
条件に対する応答は未だ解明されていない部分が大きい。ミトコンドリアの局在異常やミトコン
ドリア関連タンパク質の発現レベルの低下等、mmd1 遺伝子破壊株の表現型から得られた情報
をヒントに、酸素とハイプシン化、そしてエネルギー代謝の関係について明らかにすることを試
みた。 
 
3.1 嫌気条件の構築 
 
 本格的な微生物の嫌気培養には培養器も兼ね備えた大掛かりなチャンバーがしばしば用いら
れるが、高価でありガスボンベの交換等も必要になる。一方、三菱ガス化学株式会社から販売さ
れているアネロパックシリーズは、専用の密封ジャーと併用するだけで簡便に嫌気～微好気環境
を作ることができる。アネロパック・ケンキは容器内の酸素を吸収すると同時に炭酸ガスを発生
し、約 40 分後には容器内の酸素濃度は 0.1%以下、二酸化炭素濃度は約 16～20%に維持される。
大掛かりな機材も必要なく低コストで使用できるため、今回の研究ではアネロパック・ケンキを
用いた分裂酵母の嫌気培養を試みた。 
 まず、嫌気条件下でのハイプシン化レベルの変化を調べるに当たり、適当な嫌気条件の構築を
試みた。分裂酵母は、酸素濃度依存的に発現量が変化する Sre1（Sterol regulatory element 
binding protein; SREBP）と呼ばれるタンパク質を持つ (Hughes et al., 2005)。Sre1 は好気条
件下では分解を受けるが、嫌気条件になると安定化し、転写因子としてエルゴステロールやヘム、
スフィンゴ脂質、ユビキノン等をはじめとした様々な代謝産物の生合成遺伝子の発現を誘導する 
(Horton et al., 2002)。Sre1 は流動的に変化する酸素濃度への順応に重要な役割を果たしており、
酸素センサーとしての機能を果たしていると言える。この経路は高度に保存されており、ヒトに
も Sre1 のホモログ SREBP-1 が存在する。 
 そこで嫌気的環境が正しく構築できているかどうかを知るために、sre1 プロモーターを用い
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た lacZ レポーターアッセイによって実験条件の検討を行った。Todd らの報告によると、Sre1 は
嫌気条件に移行してから約 4 時間で安定化する (Todd et al., 2006)。そこで、sre1 プロモーター
制御下で lacZ を発現する株をアネロパック・ケンキ使用による嫌気条件下で培養し、0、2.5、
5、7.5 時間後に各細胞を回収してレポーターアッセイを行った結果、5 時間後に活性が大きく上
昇し、7.5 時間後にはさらに活性が上昇していた（図 3-1-a）。従って、嫌気培養を始めてから約
5 時間で嫌気条件に対する誘導が起きていると考えられた。また、嫌気条件下では細胞は通常の
細長い形ではなく、丸く小さくなっていた（図 3-1-b）。これらの結果から、アネロパック・ケン
キ使用により嫌気培養ができていることと、培養後 7.5 時間で十分な嫌気的環境が作られている
ことが確認できた。以降の嫌気条件下の実験では、嫌気培養を始めてから 7.5 時間後と、さらに
継続した嫌気的環境での細胞の状態を調べるために 15 時間後の細胞を用いることにした。 
 
3.2 嫌気条件でのハイプシン化レベル 
 
 酸素濃度が低下すると、酸素を基質とするハイプシン化の二段階目の反応が停止し、中間体で
あるデオキシハイプシン eIF5A が蓄積すると予想される。ハイプシンとデオキシハイプシンの
違いはたった一つの水酸基の有無という極めて類似した構造であるものの、当研究室の抗ハイプ
シン化 eIF5A 抗体（以下抗 Hyp 抗体）はデオキシハイプシン eIF5A との結合能が若干低いら
しく、ウェスタンブロッティングで野生株と mmd1 遺伝子破壊株におけるハイプシン化レベル
の違いを見ることはできる。そこで、好気条件と嫌気条件で培養した細胞における eIF5A のハ
イプシン化レベルをウェスタンブロッティングによって調べることにした。 
 好気条件と嫌気条件（7.5、15 時間後）で培養した野生株、および好気条件で培養した mmd1
遺伝子破壊株をそれぞれ回収し、ポストアルカリ法によって全細胞抽出液を調製し、ウェスタン
ブロッティングでハイプシン化レベルを調べた。好気条件は増殖期の細胞をサンプルとした。そ
の結果、嫌気条件下では培養時間依存的なハイプシン化レベルの減少が見られた（図 3-2）。しか
しながら、ハイプシン化レベルが減少すると、それに伴い亢進する筈の eIF5A のアセチル化に
ついては変化が見られなかった。 
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図 3-1. sre1プロモーターによる lacZ レポーターアッセイ 
 sre1 プロモーター制御下で lacZ を発現する株を用いて嫌気培養を行い、7.5 時間後と 15 時間後に細胞を回
収してレポーターアッセイを行った結果、sre1 プロモーターでは時間依存的な活性の上昇が確認できた（a）。
nmt1 プロモーターはコントロールとして使用し、グラフでは各プロモーターの 0 時間後の活性を 1 として示した。また、
好気培養した細胞と嫌気培養開始後 7.5 時間の細胞について、顕微鏡で観察を行った（b）（正方形は 1 マ
ス 50 µm×50 µm）。 
a 
b 
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図 3-2. 嫌気条件下でのハイプシン化レベル 
 野生株を好気条件および嫌気条件で、mmd1 遺伝子破壊株を好気条件でそれぞれ培養した後、ポス
トアルカリ法によって全細胞抽出液を調製し、各タンパク質または修飾に特異的な抗体を用いてウェスタンブ
ロッティングで検出した（a）。また、ウェスタンブロッティングの結果から各サンプルの eIF5A とハイプシン化の
レベルを輝度に基づいて数値化し、eIF5A 当たりのハイプシン化レベルをグラフで示した（b）。 
a b 
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3.3 mmd1遺伝子破壊が呼吸に与える影響 
 
 前章の仮説から、mmd1 遺伝子破壊株では好気的なミトコンドリア呼吸が阻害されると考え
られることから、細胞はエネルギー生産のために解糖系を活性化していると予想される。そこで、
解糖系の最終産物の一つであるエタノールの濃度と、酸素消費量を指標とした細胞の呼吸量につ
いて、野生株と mmd1 遺伝子破壊株で比較することにした。 
 解糖系はグルコースを基質としてピルビン酸を生成するが、その過程で NAD+から NADH へ
の還元が起こる。解糖系を維持するためには NAD+が必要であるため、ピルビン酸はその後乳酸
またはエタノールへと変換され、その過程で NADH から再び NAD+が再生される。従って、も
し解糖系が活性化しているならば、エタノールもしくは乳酸の生産量が増加している筈である。 
 そこでまず、野生株と mmd1 遺伝子破壊株を好気条件で培養し、それぞれの培地中のエタノ
ール濃度を F-キット エタノール（J.K.インターナショナル）を用いて測定した。本培養を始め
てから 6 時間後、以降 3 時間毎に 18 時間後までの各培養液上清をサンプルとした。その結果、
細胞数に対する培地中のエタノール濃度は mmd1 遺伝子破壊株の方が野生株に比べて高く、培
養開始後 9 時間以降は 2 倍に近い値となった（図 3-3-a）。また、嫌気条件でも同様に野生株と
mmd1 遺伝子破壊株を培養し、7.5 時間後および 15 時間後の培地中のエタノール濃度を測定し
た結果、嫌気条件下では全体的なエタノール濃度の増加と、こちらでも野生株と比較して mmd1
遺伝子破壊株におけるエタノール産生量の増加が確認できた（図 3-3-b）。一方、乳酸アッセイキ
ット（BioVision）を用いて乳酸量の測定も試みたが、アッセイ系の構築が難しく、キットで培地
中の乳酸を検出することはできなかった。 
 酵母のミトコンドリア呼吸能については、グリセロールを炭素源とする培地での生育試験が広
く一般的に用いられている。グリセロールは TCA 回路で代謝されるため、ミトコンドリア欠損
等の好気呼吸ができない株はグリセロール培地では生育できない。また、分裂酵母は低グルコー
ス濃度で呼吸量が増加し、ミトコンドリア呼吸が活性化することが知られている (Takeda et al., 
2015)。mmd1 遺伝子破壊株ではミトコンドリア関連タンパク質の翻訳阻害に伴い、呼吸活性が
低下しているのではないかと予想される。そこで、低グルコース濃度とグリセロール培地におけ
る mmd1 遺伝子破壊株の生育および呼吸量について調べることにした。 
 武田らの報告によると、分裂酵母は培地中のグルコース濃度が 0.1%以下になるとミトコンド
リア依存的な呼吸代謝にシフトし、ミトコンドリアの呼吸鎖複合体Ⅲ（シトクロム bc1 複合体） 
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図 3-3. 培地中のエタノール濃度の測定 
 野生株と mmd1 遺伝子破壊株を好気条件（a）および嫌気条件（b）で培養し、培養時間毎の各
培地中のエタノール濃度を測定した。エタノールの検出には F キット エタノール（J.K.インターナショナル）を
用いた。 
b 
a 
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の電子伝達を阻害するアンチマイシン A に対して感受性を示すようになる。野生株と mmd1 遺
伝子破壊株を 0.05、0.1、0.5、1、2%のグルコースを含む MM 培地で培養し、各グルコース濃度
における増殖について調べた結果、野生株では 0.1%グルコース培地でも増殖したのに対し、
mmd1 遺伝子破壊株はほぼ増殖しなかった（図 3-4）。また、0.05%グルコース培地では野生株、
mmd1 遺伝子破壊株ともに増殖しなかった。 
 生育の比較にはスポットアッセイが簡便であるため、0.1、0.2、2%グルコースを含む培地を用
いてスポットアッセイを行ったところ、0.1%グルコースを含む YE および MM 培地では mmd1
遺伝子破壊株で若干の生育阻害を示したものの、液体培養時ほど強い阻害は見られなかった（図
3-5-a）。そこで、さらにグルコース濃度を下げて 0.05%グルコースを含む YE、MM 培地でそれ
ぞれスポットアッセイを行った結果、野生株と mmd1 遺伝子破壊株との生育の差が一番大きく
なったのは 0.05%グルコースを含む MM 培地であった（図 3-5-b）。従って、以降のスポットア
ッセイは基本的に MM 培地を用いた。一方、図 3-4 で MM 培地で液体培養した際には 0.05%グ
ルコース培地では野生株も増殖しなかったが、寒天培地では増殖した。 
 また、ミトコンドリア呼吸量は細胞外フラックスアナライザーXFe96（SeahorseBioscience 社）
を用い、酸素消費速度（OCR）を指標として測定した（図 3-6）。酵母の推奨プロトコールでは
測定前に遠心操作があったものの、遠心すると培養プレート底に細胞の偏りができてしまい、測
定結果が安定しなかったため、遠心操作は省略した。 
 野生株および mmd1 遺伝子破壊株について、0.05、0.1、2%グルコース培地と 3%グリセロー
ル培地でスポットアッセイを行った結果、0.05%グルコース培地と 3%グリセロール培地におい
て mmd1 遺伝子破壊株での生育阻害が見られた（図 3-7-a）。また、フラックスアナライザーに
よって各株の呼吸量を測定した結果、mmd1 遺伝子破壊株では野生株と比較して OCR の低下が
見られた（図 3-7-b）。OCR は 0.1%グルコース培地で培養した際には増加し、一方アンチマイシ
ン A 添加時には極端に低下したことから、フラックスアナライザーによる正しい OCR の測定が
できていると考えられた。 
 
3.4 考察 
 これまでの結果から、嫌気培養条件の構築と、ウェスタンブロッティングによる嫌気条件下で
のハイプシン化レベルの解析によって、ハイプシン化が酸素依存的に減少する可能性が見出され
た。また、F-キットによる培地中のエタノール濃度と、フラックスアナライザーによる OCR の 
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図 3-4. 各グルコース濃度での生育曲線 
 野生株とmmd1遺伝子破壊株をそれぞれ 0.05、0.1、0.5、1、2%グルコースを含む MM 培
地で培養し、2 時間毎に細胞数を計測した結果を示した。 
52 
 
  
図 3-5. 各グルコース濃度の寒天培地でのスポットアッセイ 
 野生株とmmd1遺伝子破壊株をそれぞれ 0.1、0.2、2%グルコースを含む MM 培地（a）また
は 0.05、0.1、2%グルコースを含む MM 培地（b）上にスポットし、30℃で培養した。 
b 
a 
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図 3-6. 細胞外フラックスアナライザーの測定原理 
 フォトルミネッセンス法により、細胞のエネルギー代謝活性を迅速かつ高感度に計測することができる。代謝活性
は、ミトコンドリア電子伝達系での ATP 産生時に消費される O2 に着目した酸素消費速度（OCR）と、解糖
系によって産生される乳酸に着目した細胞外酸性化速度（ECAR）の 2 つを指標として評価する。測定には
専用の細胞培養用プレートと、それに重なるセンサーカートリッジを用いる。カートリッジの先端には蛍光物質が固
定されたセンサースポットが付いており、計測時に培養用プレートとの間に半閉鎖的微小環境を作り、センサース
ポットにて酸素濃度（pmol/ min）と水素イオン濃度（mpH/ min）の変化を蛍光強度の変化として検知
する。 
※参考：プライムテック株式会社ホームページ（http://www.primetech.co.jp/） 
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図 3-7. 各培地におけるスポットアッセイと呼吸量の測定 
 野生株とmmd1遺伝子破壊株をそれぞれ 0.05、0.1、2%グルコースおよび 3%グリセロールを含む
MM 培地上にスポットし、30℃で培養した（a）。また、フラックスアナライザーを用いて 0.1%または 2%
グルコースを含む培地における各株の酸素消費速度（OCR）を測定した（b）。アンチマイシン A は最
終濃度 4 µM となるように添加した。 
b a 
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測定により、mmd1 遺伝子破壊株におけるミトコンドリア呼吸活性の低下と、解糖系の亢進が見
出された。従って、酸素濃度の低下に伴うハイプシン化の減少により、ミトコンドリア関連タン
パク質の翻訳が阻害され、ミトコンドリア呼吸から解糖系へと呼吸代謝が変化するという仮説
（図 3-8）が裏付けられる結果となった。キットによる乳酸量の測定はできなかったが、フラッ
クスアナライザーは動物細胞で代謝される乳酸を指標とした細胞外酸性化速度（ECAR）を測定
することも可能である。しかし、動物細胞が乳酸発酵を行うのに対し、酵母ではエタノール発酵
を主に行っており、エタノールと比較すると乳酸産生量は少ない (Pronk et al., 1996)。測定し
た ECAR は同一のサンプル間でも cycle 毎の測定結果が安定せず（恐らく測定可能な範囲を下
回っているため。OCR も推奨される細胞濃度を超えると異常値を示すことが分かっている）、ま
た非常に低い数値であったことから、今回は OCR のみを呼吸代謝の指標とした。 
 ハイプシンとデオキシハイプシンの違いは一つの水酸基の有無であり、その構造は酷似してい
る。産業総合研究所より供与頂いた抗 Hyp 抗体はかなり特異性が高いが、親和性が低いながら
もデオキシハイプシン eIF5A もある程度認識されるため、ほぼ 100%デオキシハイプシン eIF5A
しか存在しないmmd1遺伝子破壊株でもウェスタンブロッティングにおいて抗Hyp抗体により
バンドがある程度検出されてしまうことから、現状では野生株との比較でハイプシン化レベルの
減少を見ることしかできない。現在までのところ、ハイプシン化の二段階目の反応は不可逆的反
応であるとされていることから、嫌気条件でのハイプシン化の減少は、ターンオーバーによって
新規合成されるデオキシハイプシン eIF5A の増加によるものと予想される。しかし、上記のよ
うに抗 Hyp 抗体の反応性の問題から、細胞内での僅かなハイプシン化の変化を抗 Hyp 抗体によ
るウェスタン解析で調べるのは困難である。 
 この問題については、デオキシハイプシン eIF5A のみを認識する抗デオキシハイプシン化
eIF5A 抗体の作製をジーンフロンティア株式会社に依頼し、一度候補抗体の試験をしたが、デオ
キシハイプシン eIF5A の検出はできなかった。現在、さらに選択圧を上げて得られた別の候補
抗体について評価を行っているところである。 
 また、好気条件と嫌気条件における定量的なハイプシン eIF5A とデオキシハイプシン eIF5A
の測定を目的として、eIF5A のアミノ酸分析を理化学研究所環境資源科学研究センター生命分
子解析ユニットの堂前博士へ依頼している。こちらも分析の難易度が高く、現在 eIF5A の精製
条件・アミノ酸分析のプロトコールいずれも試行錯誤を重ねている状態であるものの、分析に成
功すれば定量的な eIF5A のハイプシン化レベルの解析が可能になるものと期待される。 
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図 3-8. 酸素濃度の低下に伴うハイプシン化と代謝の変化のモデル図 
 嫌気条件下では基質となる酸素の不足により、ハイプシン化 eIF5A が合成できなくなる。そのため、ミト
コンドリア関連タンパク質が翻訳できなくなり、酸化的リン酸化が抑制される。その結果、解糖系に依存し
たエネルギー代謝へと変化するのではないかと予想される。 
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 もう一つ気になるのは、嫌気条件における eIF5A のアセチル化の減少である。eIF5A のアセ
チル化はハイプシン化によって抑制されているため、ハイプシン化が減少すればアセチル化は亢
進する筈である。実際に HeLa 細胞では、低酸素条件での eIF5A のアセチル化の亢進が確認さ 
れているため (Tariq et al., 2016)、アセチル化については動物細胞と異なる制御を受けているの
かもしれない（図 3-9）。ただし、がん細胞では、その種類によって低酸素環境における
NAD+/NADH 比が大きく異なることも報告されており (Young et al., 2013)、低酸素条件におけ
るクラス III HDAC の活性については、まだよくわかっていない。低酸素における分裂酵母
eIF5A のアセチル化の動態については、Todd らの論文から、嫌気条件で転写レベルが変化する
遺伝子について調べてみたものの、これまでに明らかになっている eIF5A のアセチル化酵素お
よび脱アセチル化酵素については大きな変化は見られなかった (Todd et al., 2006)。この点につ
いては、好気条件と嫌気条件における既知のアセチル化タンパク質のアセチル化レベルの変化や、
アセチローム解析等を検討している。 
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図 3-9. 分裂酵母と動物細胞における eIF5Aのアセチル化を制御する酵素 
 動物細胞では、eIF5A のアセチル化はアセチル化酵素複合体 PCAF に、脱アセチル化はヒストン脱ア
セチル化酵素 HDAC6 および SIRT2 によって制御されている。本研究で、分裂酵母では嫌気条件下
における eIF5A のアセチル化レベルの低下が確認されたが、動物細胞では、低酸素条件で eIF5A のア
セチル化が亢進することが明らかになっている (Tariq et al., 2016)。 
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第 4章 eIF5A のアセチル化の機能解析 
 
 eIF5A のハイプシン化を阻害するとアセチル化が亢進するという現象は、分裂酵母および動
物細胞で確認されており、両者の間には相互作用が存在すると考えられるが、そのメカニズムは
不明である。ハイプシン化が不完全な mmd1 遺伝子破壊株では常にアセチル化が亢進している
ため、表現型の原因がハイプシン化の阻害なのか、アセチル化の亢進なのかを区別する必要があ
る。そこで、アセチル化部位に変異を導入した eIF5A を発現する株を用い、mmd1 遺伝子破壊
株におけるアセチル化の影響について調べることにした。 
 
4.1 eIF5A変異体が呼吸に与える影響 
 
 分裂酵母の eIF5A は 49 番目のリジン残基がアセチル化、52 番目のリジン残基がハイプシン
化を受けることが白井博士らの研究により明らかにされており（白井、博士論文）、2 つの残基
は立体構造的にも非常に近接して存在している。これらの残基の修飾酵素をコードする遺伝子の
変異株を用いた遺伝学的解析から、dhs1 遺伝子の発現を抑制、または mmd1 遺伝子を破壊した
場合にはハイプシン化レベルが減少するが、sir2 遺伝子や hst2 遺伝子をそれぞれ単独、または
二重に破壊してアセチル化レベルを亢進させた状態ではハイプシン化レベルは減少しないこと
が明らかにされている。これらのことから、ハイプシン化によりアセチル化が抑制されているこ
とが示唆される。さらに、mmd1 遺伝子破壊株で sir2 または hst2 を過剰発現させてもアセチル
化レベルは野生型と比較して高いレベルを維持していたことから、ハイプシンは eIF5A と
HDAC 間の相互作用を促進する役割があるのではないかと考えられた（近藤、修士論文）。 
 翻訳後修飾の影響を調べる際には、修飾部位に点変異を導入した変異体タンパク質を発現させ、
野生型と表現型を比較する方法が一般的に利用されている。特にアセチル化については、アセチ
ル化されない形となるアルギニン（R）置換、逆にアセチル化を模倣する形となるグルタミン（Q）
置換がよく用いられる。mmd1 遺伝子破壊株ではアセチル化が常に亢進しているため、mmd1 遺
伝子破壊株でアセチル化部位（49 番目のリジン残基：K49）に点変異を導入した eIF5A を発現
させ、呼吸に与える影響をスポットアッセイにて調べた。 
 株は前田博士が作製した、野生株（WT）において tif51WT／tif51K49R／tif51K49Qをそれぞれ発
現する株と、それらを親株として作製した各 eIF5A 変異体を発現する mmd1 遺伝子破壊株
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（mmd1Δ）を用いた。これらの株では、内在性の tif51 および tif512 遺伝子はいずれも破壊さ
れており、tif51 プロモーターで各 tif51 変異体を発現させるプラスミドを導入して相補させてい
る（図 4-1）。mmd1 遺伝子破壊の確認にはコロニーPCR を行い、各種 Tif51 の発現確認にはウ
エスタンブロッティグを行った。これらの計 6 株を用いて、これまでの実験と同様にスポットア
ッセイにて各濃度のグルコース（0.05、0.1、2%）培地および 3%グリセロール MM 培地での生
育の比較を行った（図 4-2）。 
 スポットアッセイの結果、mmd1Δ tif51WT発現株において若干低グルコース濃度での生育阻
害が見られたが、mmd1Δ tif51K49Rおよび mmd1Δ tif51K49Q発現株では回復した。また、3%
グリセロール培地ではこれまでの結果と同様、野生株と比較して mmd1 遺伝子破壊株での生育
阻害が見られたものの、mmd1Δ tif51K49R発現株では他の mmd1Δと比較してわずかに生育の
回復が見られた。野生株では通常 eIF5A のアセチル化レベルは低く保たれているが、アセチル
化を模倣した WT tif51K49Q発現株では他の野生株と比較して生育の変化は見られなかった。 
 この結果から、低グルコース培地とグリセロール培地では異なる表現型を生じることが明らか
となった。低グルコース培地では、不完全なハイプシン化によってアセチル化が亢進されると生
育が阻害されるが（mmd1Δ tif51WT）、eIF5A のアセチル化部位に何らかの変異があると生育
阻害が抑圧された（mmd1Δ tif51K49R および mmd1Δ tif51K49Q）。一方、グリセロール培地で
は、非アセチル化 eIF5A を発現させた mmd1 遺伝子破壊株のみで生育の回復が見られた（mmd1
Δ tif51K49R）。これらのことから、eIF5A のアセチル化が呼吸に何らかの影響を及ぼしている可
能性が示唆されたものの、正反対の性質を持つ K49R および K49Q 変異体発現株の間では低グ
ルコース培地における差異が見られなかった。また、スポット後 30℃で約二週間も培養しなけ
れば野生株であっても比較ができるレベルまで増殖せず、一方の eIF5A のみを発現させた株は
そもそも細胞自体が弱いため、生育の比較を行うことが困難であった。 
 
4.2 eIF5Aのアセチル化酵素 Nat9の同定と遺伝子破壊株の作製 
 
 eIF5A の点変異体でアセチル化の有無による影響を見ることが困難だったため、未同定の
eIF5A のアセチル化酵素を探索し、その破壊株を用いてアセチル化の影響を調べることを試み
た。 
 eIF5A のアセチル化酵素は白井博士によって Gcn5 が同定されているが、gcn5 遺伝子を破壊 
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図 4-1. eIF5A変異体発現株 
 各 eIF5A 変異体を発現する野生株またはmmd1遺伝子破壊株を図に示した。内在性の eIF5A を
コードする遺伝子（tif51 および tif512）はいずれも破壊されており、tif51 プロモーター制御下で各
tif51変異体を発現するプラスミドを his3遺伝子座に挿入している。 
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図 4-2. eIF5A変異体発現株のスポットアッセイ 
 eIF5A のアセチル化を受けるリジン残基をアルギニン（tif51K49R）またはグルタミン（tif51K49Q）に
置換した変異体を発現させた野生株または mmd1 遺伝子破壊株を培養した後、段階希釈して各グ
ルコース濃度（0.05、0.1、2%）または 3%グリセロールを含む MM 培地へスポットし、30℃で培養し
た。 
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しても eIF5A のアセチル化レベルが完全に消失しなかったことから、他のアセチル化酵素の存
在が示唆されていた。そこで、分裂酵母の WEB データベースである PomBase から
『acetyltransferase』をキーワード検索し、ヒットした遺伝子に加えて、配列相同性等からアセ
チル化酵素として機能する可能性のあるタンパク質を検索し、それらを過剰発現させた株で
eIF5A のアセチル化が亢進するかどうかをウェスタンブロッティングによって調べた（表 4-1, 
図 4-3）。 
 その結果、SPBC577.03c を過剰発現させた株で eIF5A のアセチル化レベルの顕著な亢進が見
られたことから、Spbc577.03cが eIF5Aのもう一つのアセチル化酵素であることが示唆された。
Spbc577.03c は MYST ファミリーと並んでメジャーなヒストンアセチル化酵素のグループであ
る GNAT（Gcn5-related N-acetyltransferase）ファミリーのアセチル化酵素で、出芽酵母にそ
のホモログは見つかっていないが、ヒトからマウス、線虫、シロイヌナズナ等様々な生物種で保
存されている。ヒトのホモログが Nat9（N-acetyltransferase 9）であることから、分裂酵母も
同様に Nat9 と命名した。 
 gcn5 は野生株で過剰発現させても eIF5A のアセチル化レベルは殆ど変わらなかったため、
Nat9 が eIF5A の主要なアセチル化酵素である可能性がある。しかしながら、同じ nmt1 プロモ
ーターで過剰発現させても nat9 は gcn5 と比べてタンパク質レベルが非常に高く、単純にタン
パク質量依存的に eIF5A のアセチル化が亢進しているのかもしれない（図 4-4）。そこで、nat9
遺伝子と、eIF5A の翻訳後修飾に関わる遺伝子の多重破壊株を作製し、eIF5A のアセチル化レ
ベルを調べることにした。各多重遺伝子破壊株はかけ合わせと四分子解析によって作製した。 
 その結果、アセチル化レベルが顕著に亢進する sir2 hst2 二重遺伝子破壊株および mmd1 遺伝
子破壊株において、さらに gcn5遺伝子を破壊してもアセチル化レベルはほぼ変わらないが、nat9
遺伝子を破壊すると顕著なアセチル化レベルの低下が見られた（図 4-5）。これらのことから、こ
れまで未同定だった Gcn5 以外の eIF5A のアセチル化酵素は Nat9 であり、Nat9 が eIF5A の主
要なアセチル化酵素であることが明らかとなった。 
 
4.3 eIF5Aのアセチル化が呼吸代謝に与える影響 
 
 4.2 で作製した各遺伝子破壊株を用いて、4.1 と同様にスポットアッセイにて低グルコースお
よびグリセロール培地での生育について調べた（図 4-6）。その結果、eIF5A のアセチル化が亢  
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No. Gene ID Gene Name Gene Synonyms /Obsolete Gene Product 
1 03/F11 SPCC663.13c naa50; nat5 NatA N-acetyltransferase subunit 
2 03/G01 SPAC16E8.03 gna1; spgna1 Glucosamine-phosphate N-acetyltransferase 
3 04/A01 SPAC11D3.02c  ELLA family acetyltransferase 
4 04/D11 SPAC6F6.09 eaf6 Mst2/NuA4 histone acetyltransferase complex subunit 
5 04/G01 SPBC1271.07c  N-acetyltransferase 
6 04/H11 SPBC106.07c nat2 N alpha-acetylation related protein 
7 05/G12 SPBC18E5.08  N-acetyltransferase 
8 06/E08 SPAC9.02c  Polyamine N-acetyltransferase 
9 06/F08 SPCC16C4.12 naa20; nat3 NatB N-acetyltransferase complex catalytic subunit 
10 06/H07 SPCC825.04c naa40 Histone N-acetyltransferase 
11 07/B11 SPAC21E11.04 aca1; ppr1 L-azetidine-2-carboxylic acid acetyltransferase 
12 07/E08 SPAC17G8.07 yaf9 YEATS family histone acetyltransferase subunit 
13 07/H08 SPBC577.14c spa1; spa Ornithine decarboxylase antizyme with +1 programmed 
ribosomal frameshift 
14 08/C12 SPAC56E4.07  N-acetyltransferase 
15 08/D04 SPAC12B10.02c  Endoplasmic reticulum resident protein required for 
packaging into COPII vesicles 
16 08/F02 SPBC577.03c  GCN5-related N-acetyltransferase 
17 09/A09 SPCC550.08  N-acetyltransferase 
18 11/B09 SPAC3G9.08 png1 ING family homolog 
19 11/D11 SPAC18B11.09c  Serine O-acetyltransferase activity 
20 12/D04 SPBC21D10.10 bdc1 Bromodomain containing protein 1 
21 13/H02 SPBC16A3.19 eaf7 Histone acetyltransferase complex subunit 
22 14/F09 SPAC1002.07c ats1 N-acetyltransferase 
23 14/G10 SPBC1709.11c png2 ING family homolog 
24 14/G12 SPBC17G9.06c  Siderophore-iron biosynthesis protein 
25 16/C09 SPAC23H4.12 alp13 MRG family Clr6 histone deacetylase complex subunit 
26 17/E02 SPBC342.06c rtt109; kat11 RTT109 family histone lysine acetyltransferase 
27 18/G11 SPAC15E1.08 naa10; ard1 NatA N-acetyltransferase complex catalytic subunit 
28 19/H09 SPBC215.09c erg10 Acetyl-CoA C-acetyltransferase 
29 20/F12 SPBC1271.14  Glutamate N-acetyltransferase 
30 21/D06 SPAC144.10c gwt1; mug59 Pig-W 
31 21/E01 SPAC17G8.13c mst2 Histone acetyltransferase 
32 21/E06 SPAC637.12c mst1; kat5 KAT5 family histone acetyltransferase 
33 22/A09 SPAC1039.08  Serine acetyltransferase 
34 22/B11 SPAC25H1.06 pcf3 CAF assembly factor (CAF-1) complex subunit C 
35 22/C01 SPAC26F1.03 pda1 Pyruvate dehydrogenase e1 component alpha subunit 
36 22/F05 SPBP23A10.08 alp5; arp4 Actin-like protein 
37 22/H07 SPCC24B10.08c ada2 SAGA complex subunit 
38 23/A07 SPAC18B11.03c  N-acetyltransferase 
39 23/D08 SPCC1672.10 mis16 Kinetochore protein 
40 24/D03 SPBC725.14 arg6 Acetylglutamate synthase 
41 25/D04 SPBC2G2.11 myr1 N-myristoyltransferase 
42 25/E12 SPCC794.07 lat1 Dihydrolipoamide S-acetyltransferase E2 
43 27/G10 SPBC418.02  NatA N-acetyltransferase complex subunit 
44 28/A07 SPCC338.07c naa15 NatA N-acetyltransferase complex regulatory subunit 
表 4-1. アセチル化酵素と推定されるタンパク質のリスト 
 PomBase よりキーワード『acetyltransferase』でヒットした遺伝子に加え、配列相同性等から
アセチル化酵素としての機能を持つと予想されるタンパク質をコードする遺伝子のリストを示した。 
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（表 4-1 の続き） 
No. Gene ID Gene Name Gene Synonyms /Obsolete Gene Product 
45 32/C02 SPBC36B7.08c  Nucleosome assembly protein 
46 33/A09 SPBC56F2.11 met6 Homoserine O-acetyltransferase 
47 34/C03 SPAC926.09c fas1 Fatty acid synthase beta subunit 
48 34/D08 SPAC1F5.11c tra2 NuA4 complex phosphatidylinositol pseudokinase 
complex subunit 
49 35/G01 SPAC29A4.20 elp3; kat9 Elongator complex subunit 
50 37/G07 SPBC1861.03 mak10 NatC N-acetyltransferase complex subunit 
51 37/H06 SPCC830.05c epl1 NuA4 histone acetyltransferase complex 
52 38/B12 SPBC17D11.04c nto1 Histone acetyltransferase complex subunit 
53 38/F08 SPBC16A3.11 eso1 Sister chromatid cohesion protein/DNA polymerase eta 
Eso1 fusion protein 
54 39/E10 SPBC30D10.13c pdb1; agg1 Pyruvate dehydrogenase e1 component beta subunit 
55 40/F06 SPAC1783.07c pap1; caf3 Transcription factor 
56 42/C07 SPBC15D4.06 naa30; mak3 NatC N-acetyltransferase complex catalytic subunit 
57 44/D01 SPAC1952.05 gcn5; kat2 SAGA complex histone acetyltransferase catalytic subunit 
58 44/F12 SPAC3C7.07c  Arginine-tRNA protein transferase 
59 44/G05 SPAC23C4.01 hat1; kat1; 
spac139.06 Histone acetyltransferase 
60 44/G09 SPAC9G1.13c swc4 Swr1 complex subunit 
61 44/H01 SPBC106.17c cys2 Homoserine O-acetyltransferase 
62 45/C09 SPBC13E7.02 cwf24 Ubiquitin-protein ligase E3/GCN5-related N 
acetyltransferase fusion protein 
63 47/A09 SPAC4G9.09c arg11 N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate 
reductase/acetylglutamate kinase 
64 47/F05 SPBC1215.02c naa25; arm1; 
mdm20 NatB N-acetyltransferase complex regulatory subunit 
65 47/H07 SPCC1795.08c vid21 NuA4 histone acetyltransferase complex subunit 
66 48/A10 SPAC20G8.09c nat10 Ribosome biogenesis ATPase 
67 50/A01 SPBP16F5.03c tra1 SAGA complex phosphatidylinositol pseudokinase 
68 50/C12 SPBC32H8.12c act1; cps8; pi012 Actin 
69 52/C10 SPBC25H2.10c tan1 tRNA acetyltransferase 
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図 4-3. 各遺伝子過剰発現株における eIF5Aのアセチル化レベルの解析 
 アセチル化酵素と推定される各タンパク質に FLAG2-His6 タグを融合して過剰発現させた後、ポストアルカリ法
で全細胞抽出液を調製し、ウェスタンブロッティングによって eIF5A のアセチル化レベルを調べた。過剰発現させた
タグ融合タンパク質は抗 His タグ抗体で、eIF5A およびアセチル化 eIF5A、チューブリンは各タンパク質または修
飾に特異的な抗体を用いてそれぞれ検出した。eIF5A のアセチル化について分かりやすく示すために、eIF5A は
赤色で、アセチル化 eIF5A は緑色でそれぞれ検出し、二色を重ね合わせた（Merge）。 
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図 4-4. Nat9の過剰発現によって eIF5Aのアセチル化レベルが亢進する 
 図 4-3 で見出した nat9（08/F02）と、僅かにアセチル化レベルの変化が見られた複数の遺伝子、既
知のアセチル化酵素をコードする gcn5（44/D01）を過剰発現させた株について、同様にウェスタンブロッ
ティングによってアセチル化レベルの確認を行った。過剰発現させたFLAG2-His6タグ融合タンパク質は抗His
タグ抗体で、その他は各タンパク質特異的な抗体を用いて検出した。 
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図 4-5. eIF5Aの各修飾酵素の遺伝子破壊株におけるアセチル化、ハイプシン化レベルの比較 
 完全栄養培地で各遺伝子破壊株を培養した後、ポストアルカリ法で全細胞抽出液を調製し、ウェスタン
ブロッティングによって eIF5A のアセチル化およびハイプシン化レベルについて調べた。 
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図 4-6. eIF5Aの各修飾酵素遺伝子破壊株のスポットアッセイ 
 eIF5A の各修飾酵素遺伝子破壊株を培養した後、段階希釈して各グルコース濃度（0.05、
0.1、2%）または 3%グリセロールを含む MM 培地上にスポットし、30℃で培養した。 
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進する sir2 hst2 二重遺伝子破壊株は 0.1%および 0.05%グルコース培地で生育阻害を示した。
方、図 4-5 の結果からアセチル化レベルがごく低いと予想される野生株、gcn5 nat9 二重破壊
株および gcn5 nat9 sir2 hst2 四重遺伝子破壊株では、いずれの培地でもほぼ同等の生育を示し
た。また、これまでの結果から mmd1 遺伝子破壊株は 0.05%グルコース培地で生育阻害が見ら
れたが、mmd1 gcn5 nat9 三重遺伝子破壊株では 0.05%グルコース培地でも生育阻害が抑圧さ
れた。グリセロール培地では、野生株の生育が最も良好で、アセチル化を制御する酵素の破壊
株では野生株と比較して若干の生育阻害が見られた。さらに、mmd1 遺伝子が破壊されている
株では、それらの破壊株よりも強い生育阻害が見られた。 
 
4.4 考察 
 
 eIF5A のアセチル化については、これまでにも当研究室で分裂酵母および動物細胞を用いて
解析が進められてきた。分裂酵母では白井博士によってアセチル化酵素である Gcn5 が、脱アセ
チル化酵素である Sir2 および Hst2 がそれぞれ同定され、さらに前田博士によって sir2 hst2 二
重遺伝子破壊株と寿命との関係が調べられてきた。アセチル化部位に変異を導入した eIF5A 変
異体発現株もそのような研究を行う上で非常に役立ってきたものの、2 つあるパラログのうちの
一方の eIF5A の発現ではそれだけで生育が悪くなってしまったり、通常の条件で培養しても増
殖しないことがある等の問題もあった。今回用いた eIF5A 変異体発現株は tif51 プロモーターで
制御されているため、単独では発現量が不足しているのかもしれないが、tif51 よりもはるかに
活性の高い nmt1 プロモーターで発現させても野生株と比較して生育が悪かった。Tif512 を単
独発現させた株については調べていないためはっきりとは分からないが、片方の eIF5A を欠失
するだけで生育に影響が出るという点からも、eIF5Aの重要性が窺える。eIF5Aは tif51と tif512
の 2 つの遺伝子によってコードされているが、Tif51 よりも Tif512 の方が発現レベルが高いた
め、Tif512 変異体発現株を用いた方が良いのかもしれない。もしくは、両方の eIF5A に点変異
を導入することも検討している。 
 しかしながら、eIF5A 変異体発現株を用いたスポットアッセイによって、eIF5A のアセチル
化が何らかの機能を有している可能性が見出された。そこで、データベースを利用した分裂酵母
のアセチル化酵素のスクリーニングから、これまで未同定だった eIF5A のアセチル化酵素 Nat9
の同定に成功した。白井博士が同定した Gcn5 はヒストンの主要なアセチル化酵素として知られ
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ており、hst2 遺伝子破壊株で過剰発現させることによってようやく eIF5A のアセチル化レベル
の亢進が確認できる程度であることから、eIF5A に対するアセチル化活性はそれほど高くない
と考えられる。一方、Nat9 は野生株で過剰発現させるだけで顕著な eIF5A のアセチル化の亢進
が見られたため、eIF5A に特異的なアセチル化酵素であることが予想された。このことは、多重
遺伝子破壊株における eIF5A のアセチル化レベルを調べた実験結果からも裏付けられた。 
 eIF5A の各修飾酵素の遺伝子破壊株を用いたスポットアッセイでは、アセチル化とハイプシ
ン化について、それぞれ低グルコースおよびグリセロール培地に対する応答を見ることができた。
これまでの結果から、mmd1 遺伝子破壊株は 0.05%グルコース培地で生育阻害を示していたが
（図 3-5-b および 3-7-a）、sir2 hst2 二重遺伝子破壊株は 0.1%グルコース培地で顕著な生育阻害
を示し、それは gcn5 nat9 二重遺伝子破壊の導入によって完全に抑圧された。さらに、mmd1 
gcn5 nat9 三重破壊株でも低グルコース培地での生育阻害の抑圧が見られたことから、eIF5A の
修飾に限ってみれば、低グルコース培地に対する感受性はハイプシン化よりもアセチル化が重要
であることが示唆された。 
 一方、グリセロール培地では野生株が最も良好な生育を示し、アセチル化を制御する酵素の各
破壊株（gcn5 nat9 二重遺伝子破壊株、sir2 hst2 二重遺伝子破壊株および gcn5 nat9 sir2 hst2
四重遺伝子破壊株）は野生株と比較してわずかに生育阻害を示した。さらに、mmd1 遺伝子破壊
株（mmd1 遺伝子破壊株、mmd1 gcn5 nat9 三重遺伝子破壊株および mmd1 sir2 hst2 三重破壊
株）ではより強い生育阻害を示した。従って、グリセロール培地に対する感受性はアセチル化よ
りもハイプシン化が重要であることが示唆された。 
低グルコース培地に
対する感受性： 
アセチル化 ＞ ハイプシン化 
グリセロール培地に
対する感受性： 
アセチル化 ＜ ハイプシン化 
 しかしながら、今回の結果では mmd1 遺伝子破壊株で通常のグルコース濃度である 2%グルコ
ース培地でも生育の阻害が見られたことから、再現性の確認が必須である。 
 Sir2 や Hst2 等のサーチュインと呼ばれるヒストン脱アセチル化酵素ファミリーは、カロリー
制限に伴う寿命の制御と密接に関わっていることが知られている (Imai and Guarente, 2010; 
Satoh et al., 2011; Houtkooper et al., 2012)。カロリー制限下ではサーチュインが活性化し、各
種標的タンパク質の脱アセチル化を介して寿命の伸長を引き起こすとされている。また、カロリ
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ー制限下ではミトコンドリアタンパク質のアセチル化が亢進し、活性酸素種（ROS）の産生を促
進する (Choudhary et al., 2014)。従って、sir2 hst2 二重遺伝子破壊株ではカロリー制限とサー
チュイン破壊の組み合わせによって ROS の産生量が増加し、細胞に致命的なダメージが生じた
のかもしれない。しかし、これらのサーチュインの基質はおそらく eIF5A 以外にも存在するこ
とから、低グルコース培地に対する感受性が eIF5A によるものかどうかについては今後精査が
必要である。また、低グルコース条件ではアセチル-CoA の枯渇が起こると予想されるため、低
グルコース条件下での野生株、および今回スポットアッセイに用いた遺伝子破壊株の eIF5A の
アセチル化レベルについて確認する必要がある。 
 一方、eIF5A のアセチル化は特に局在変化に重要であると考えられてきた (Ishfaq et al., 
2012)。eIF5A は通常、細胞全体に普遍的に存在する (Rosorius et al., 1999) が、アセチル化さ
れた eIF5A は核内へと移行することが知られており、これは動物細胞でも分裂酵母でも同様で
ある（図 4-7）。eIF5AK49R 変異体を mmd1 遺伝子破壊株で発現させると核外へ局在することか
ら、局在に関してはハイプシン化ではなくアセチル化に依存していると推測される。これは今回
の低グルコース培地における結果と類似している。従って、低グルコース培地における遺伝子破
壊株の生育阻害は、eIF5A の局在と関わっている可能性がある。eIF5A が核内に留まることで
翻訳因子としての機能が抑制され、必須遺伝子の翻訳が阻害されることで生育に影響を与えるの
かもしれない。 
 グリセロール培地ではミトコンドリアに依存した呼吸代謝が行われることから、スポットアッ
セイにおいてグリセロール培地への応答にハイプシン化がより重要であるという結果は、本研究
での eIF5A によるミトコンドリアの制御にハイプシン化が重要であるという結果と結びつく。
ミトコンドリアの形態はミトコンドリアの活性によってダイナミックに変化することから、今後、
低グルコースまたはグリセロール培地における各破壊株でのミトコンドリアの形態観察を行う
とともに、mmd1 遺伝子破壊株で見られるミトコンドリアの局在異常が eIF5A のアセチル化の
抑制によって回復するかどうかを調べたいと考えている。 
 今回のスポットアッセイの結果から、低グルコースまたはグリセロール培地への応答には、
eIF5A の 2 つの修飾がそれぞれ重要な役割を果たしている可能性が示唆された。単なるハイプ
シン化とアセチル化の関係だけでなく、好気／嫌気条件または低グルコース／グリセロール培地
における両者の関係や、そういった環境での eIF5A の局在、それらとミトコンドリアの活性に
ついても、今後注意して調べていく必要があるだろう。 
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図 4-7. eIF5Aのハイプシン化およびアセチル化と局在変化 
 GFP タグを融合させた各変異体 eIF5A を野生株およびmmd1遺伝子破壊株で発現させ、顕微鏡
で局在を観察した結果。eIF5A のアセチル化が亢進する mmd1Δ tif51WT やアセチル化を模倣した
tif51K49Q 発現株では顕著な核への局在が観察されるが、非アセチル化体である tif51K49R 発現株では
核外へと局在が変化する。（※修士論文より引用） 
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第 5章 総合討論 
 
 本研究では、リバースアレイとハイプシン化修飾酵素をコードする mmd1 の遺伝子破壊株を
用いた eIF5A の翻訳標的遺伝子の探索により、eIF5A が翻訳に関わる遺伝子の同定と、翻訳を
介したミトコンドリアの制御に関わっている可能性を見出した（第 2 章）。さらに、ハイプシン
化経路の特徴から eIF5A がハイプシン化を介して酸素濃度を感知する役割を持っているのでは
ないかという仮説を立て、嫌気条件におけるハイプシン化レベルをウェスタンブロッティングで
調べた結果、嫌気条件下ではハイプシン化レベルが低下することを明らかにした。さらに、嫌気
条件下と同様にハイプシン化が阻害される mmd1 遺伝子破壊株では、嫌気呼吸である解糖系の
活性化と、好気呼吸である酸化的リン酸化による酸素消費量の低下が確認できた（第 3 章）。こ
れらの結果から、本研究において eIF5A が酸素センサーとして働くという予想外の役割を見出
した。eIF5A は、低酸素環境では好気呼吸関連タンパク質の翻訳を抑制することで、エネルギー
代謝の変換に重要な役割を果たしているのではないかと考えられる。 
 一方、分裂酵母のデータベースを利用したアセチル化酵素のスクリーニングから、これまで未
同定だった eIF5A のもう一つのアセチル化酵素 Nat9 を同定することができた。また、eIF5A の
各修飾酵素をコードする遺伝子の破壊株を用いたスポットアッセイの結果から、eIF5A のアセ
チル化は低グルコース環境への応答に、ハイプシン化は炭素源がグリセロールしか存在しない時
にそれぞれ重要である可能性が示唆された（第 4 章）。このように、本研究により、これまでほ
とんど明らかになっていなかった代謝制御における eIF5A のアセチル化の重要性を見出すこと
ができた。 
 
 eIF5A は 1976 年に翻訳開始因子として単離されて以来、ほぼ全ての生物で高度に保存されて
おり、生育に必須のタンパク質であるにも関わらず、一部の mRNA の翻訳にのみ関わっている
という予想と、ハイプシンを含む唯一のタンパク質であるという非常にユニークな特徴から、真
正細菌から動物細胞、植物まで様々な生物種で研究が行われてきた。ハイプシン化を行う DHS
と DOHH は厳格な基質特異性を有しており、DHS は基質であるスペルミジンと前駆体 eIF5A
を認識するが、たとえハイプシン化を受けるリジン残基付近の高度に保存された配列を含んでい
ても、30-80 アミノ酸以上の長ペプチド鎖でなければ反応しない (Jakus et al., 1993; Joe and 
Park, 1994)。一方、DOHH もまた中間体であるデオキシハイプシン eIF5A を精確に認識して
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おり、前駆体もしくはハイプシン eIF5A に対する活性は極めて低い (Kang et al., 2007)。この
ように、2 つの酵素がたった 1 つのタンパク質の翻訳後修飾を行う経路が進化的に保存されてい
るというのも非常に興味深い点である。 
 しかしながら、真核生物では二段階目の反応である水酸基の付加の重要性は種によって異なる。
酵母では DOHH は生育に必須ではないが、線虫やショウジョウバエでは DOHH のノックダウ
ンは胚性致死となるため (Sugimoto, 2004; Spradling et al., 1999)、高等真核生物では完全なハ
イプシン eIF5A が必要である。ヒトの eIF5A も出芽酵母で機能することから、eIF5A の根本的
な機能は酵母からヒトまで保存されていると考えられる (Clement et al., 2003)。従って、高等
生物にのみデオキシハイプシンの水酸化が必須であるという事実は、水酸化に依存した eIF5A
の特殊な機能がある可能性を想起させる。現在までのところ、DHS に対しては GC7（N1-Guanyl-
1,7-diaminoheptane）が非常に有効な阻害剤として知られているが (Jakus et al., 1993)、DOHH
に対する特異的な阻害剤は発見されておらず、高等生物では水酸基の有無による影響を比較する
ことが困難である。一方、酵母は真核生物でありながら DOHH 破壊株を作製することができ、
水酸基の有無がもたらす影響について、野生株との比較によって容易に調べることができるとい
う大きなメリットがある。さらに、当研究室で構築された分裂酵母の ORFeome に基づくリバー
スプロテオミクスの手法を組み合わせることで、eIF5A のハイプシン化に依存した翻訳標的遺
伝子の同定と、呼吸代謝の制御という eIF5A の新規機能の可能性を見出すことができた。プロ
リンの連続配列の翻訳に重要であるという機能は真正細菌の EF-P でも出芽酵母の eIF5A でも
報告されており、eIF5A の基本的な機能の一つであると考えられる。本研究では mmd1 遺伝子
破壊株を用いて解析を行ったため、eIF5A の呼吸代謝制御における役割はハイプシンの水酸基
に依存した機能ではないかと期待される。呼吸代謝のシフトについては、出芽酵母において好気
／嫌気条件で発現する eIF5A が異なるという興味深い現象が報告されている (Schnier et al., 
1991; Wohl et al., 1993)。出芽酵母の eIF5A は ANB1 遺伝子および HYP2 遺伝子によってコー
ドされているが、嫌気条件では Anb1 が、好気条件では Hyp2 がそれぞれ発現している。Anb1
に関しては殆ど研究が行われておらず、出芽酵母の DOHH である Lia1 との相互作用も報告さ
れていないものの、好気条件と嫌気条件において異なる eIF5A の発現が誘導されるという事実
は、eIF5A がそれぞれの環境への応答に関与している可能性を強く示唆している。 
 一方、動物細胞での低酸素条件に対する応答については、低酸素誘導因子である HIF-1が非
常によく研究されている。HIF-1は酸素濃度の低下に伴って安定化する転写因子であり、細胞
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の低酸素条件への適応において中心的な役割を果たしている。つい最近、当研究室において、
eIF5A が低酸素条件における HIF-1の発現制御に重要であるという報告が出された (Tariq et 
al., 2016)。eIF5A のノックダウン、または DHS 阻害剤 GC7 の処理によって低酸素条件におい
てもHIF-1が不安定化したことから、HIF-1の安定性はeIF5A依存的であることが分かった。
これは eIF5A と HIF-1の関係を見出した初めての報告であり、低酸素応答における eIF5A の
新規機能を明らかにしたものである。HIF-1は、特にがん細胞において活性化していることが
知られており、通常酸素条件における解糖系による ATP 産生など（Warburg 効果）、がん細胞
に特異的な代謝制御に深く関わっている (Keith and Simon, 2007)。従って、HIF-1はがん治療
の魅力的なターゲットであることから、eIF5A による HIF-1の新規制御機構の解明により、
eIF5A もまたがん治療において非常に重要な因子であると考えられる。動物細胞では、これまで
にも eIF5A とがんとの関係について様々な報告が出されており、ポリアミン代謝およびハイプ
シンががん抑制に重要であることも明らかになっている (Scuoppo et al., 2012)。さらに興味深
いことに、ヒトにも eIF5A-1 と eIF5A-2 という 2 つの eIF5A が存在するが、これらは発現する
細胞が異なり、eIF5A-1 はほぼ全ての細胞で普遍的に発現している一方、eIF5A-2 はがん細胞・
組織特異的に発現している (Caraglia et al., 2013)。従って、eIF5A はがん遺伝子の一つとして
も注目を集めている。 
 このように、酵母だけでなく、ヒトにおいても好気／嫌気条件における代謝制御と eIF5A と
の関係性が見出されており、徐々にその詳細なメカニズムも明らかになりつつある。eIF5A は生
物に高度に保存されていることから、eIF5A を介したエネルギー代謝制御は生物に普遍的に存
在する機構である可能性があり、今後他の生物における研究が期待される。 
 
 ハイプシン化に着目した研究は数多く行われているのに対し、eIF5A のアセチル化の役割に
ついてはほとんど未解明である。当研究室では、タンパク質の翻訳後修飾に着目したタンパク質
の機能解析が進められていた背景もあり、eIF5A のアセチル化の役割に早くから注目していた。
その結果、分裂酵母および動物細胞それぞれの eIF5A のアセチル化酵素、脱アセチル化酵素の
同定に成功し、eIF5A のアセチル化が eIF5A の細胞内局在を制御していることが明らかとなっ
た (Shirai et al., 2008; Muhammad et al., 2012)。eIF5A は通常、細胞全体に普遍的に存在する
が、アセチル化された eIF5A は核内へ、脱アセチル化された eIF5A は細胞質へと移行する。ハ
イプシン化は不可逆的な反応であると考えられているが、アセチル化は可逆的な反応であること
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から、アセチル化によって細胞の状態に素早く応答し、eIF5A の局在を変化させることで環境変
化への適応に重要な役割を果たしているものと推測される。 
 白井博士により、分裂酵母の eIF5A のアセチル化はヒストンアセチル化酵素の Gcn5 が、脱
アセチル化はヒストン脱アセチル化酵素の Sir2 および Hst2 が制御していることが明らかにさ
れていた（白井、博士論文）。本研究では、分裂酵母のデータベースを利用したアセチル化酵素
のスクリーニングから、これまで存在が予測されていたものの、未同定だった分裂酵母の eIF5A
のもう一つのアセチル化酵素 Nat9 を同定することができた。また、eIF5A の各修飾酵素をコー
ドする遺伝子の破壊株を用いたスポットアッセイの結果から、eIF5A のアセチル化は低グルコ
ース環境に対する応答に重要である可能性が示唆された。 
 低グルコース培地における生育に関しては、カロリー制限による寿命伸長効果がよく知られて
いる。これには細胞内の栄養を感知し、転写・翻訳等様々な代謝制御を行う mTOR（mammalian 
target of rapamycin）などが中心的な役割を果たしていると考えられているが、もう一つの重要
な因子として NAD+依存的脱アセチル化酵素であるサーチュインが挙げられている (Guarente 
and Picard, 2005; Guarente, 2013)。分裂酵母の eIF5A の脱アセチル化を制御する Sir2、Hst2
もサーチュインファミリーのヒストン脱アセチル化酵素であることから、eIF5A が寿命制御に
何らかの役割を果たしている可能性がある。興味深いことに、当研究室において、グルコース濃
度依存的に eIF5A のアセチル化レベルが亢進するという結果が出ている。分裂酵母の培養には
通常 2%グルコース培地が用いられるが、4 および 6%グルコース培地では、静止期において
eIF5A の顕著なアセチル化レベルの亢進が見られた。グルコース濃度が増加すると、細胞内
NAD+/NADH 比の低下に伴い、サーチュインの活性が低下することにより、eIF5A のアセチル
化が亢進するのではないかと推測される。本研究の低グルコース培地における結果も併せて考え
ると、eIF5A のアセチル化はグルコース濃度の応答に重要であり、サーチュインの標的タンパク
質の一つとして、寿命の決定に何らかの役割を果たしている可能性がある。カロリー制限やサー
チュインの活性化に伴う寿命伸長もまた、酵母から線虫、ショウジョウバエ、マウスに至るまで
様々な生物種で確認されていることから (Kaeberlein et al., 1999; Tissenbaum and Guarente, 
2001; Rogina and Helfand, 2004; Kanfi et al, 2012)、eIF5A のアセチル化とグルコース濃度、
サーチュインの関係性を明らかにすることで、寿命制御の新たなメカニズムを見出すことができ
るのではないかと考えられる。 
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 好気／嫌気条件または低グルコース／グリセロール培地における eIF5A のハイプシン化、ア
セチル化については更なる解析が必要であるが、eIF5A は代謝制御においては全く新規のプレ
ーヤーである。翻訳後修飾を介したエネルギー代謝調節因子として、これまでにはない新たな視
点から代謝制御のメカニズムに迫るための重要な因子として、今後のさらなる研究に期待が持た
れる。 
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